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RESUMEN

La condicién de salud comdnmente conocida como “Retraso Mental” (RM) es
definida como una discapacidad caracterizada por limitaciones significativas
tanto en el funcionamiento intelectual como en la conducta adaptativa que se
presenta en el 1-3% de la poblacidn general! . A pesar de que el RM ha sido
bastante estudiado, todavia se desconoce la etiologia de aproximadamente el
50% de los casos, los cuales son catalogados como retraso mental idiopatico
(RMI)2. Segun datos previos de nuestro grupo de trabajo, a partir de cultivos
de células progenitoras neurales (CPNs) de neuroepitelio olfatorio de
pacientes con RMI, se determin6 que 20 microRNAs presentan un cambio
significativo en su expresion, donde miR-25 tiene el valor de expresion mas
alto, estando 140 veces mas expresado en comparacion con los controles.

En este trabajo se analiz6 en perfil de expresion de mRNAs a partir de muestras
de los mismos pacientes y se encontré que 19 genes se encuentran sub-
expresados, dentro de estos, ROBOZ alinea en cuatro regiones a lo largo de su
region 3° UTR con miR-25 y, después de un ensayo funcional de sobre-
expresion de miR-25 en la linea celular A549, se observé que los niveles de
mRNA de ROBOZ se encuentran disminuidos mas de la mitad de los niveles
basales. El gen ROBOZ produce una proteina que tiene como principal funcion
actuar como sefial de orientacion molecular en la migracién celular, incluyendo
la navegacion axonal del tubo neural y la proyeccion de los axones a diferentes
regiones durante el desarrollo neuronal, por lo que el presente trabajo aporta
las primeras evidencias de que miR-25 puede estar involucrado en estos
procesos fundamentales en las primeras etapas del neurodesarrollo y que
contribuyen al establecimiento de conexiones sinapticas.

En suma, los resultados obtenidos constituyen avances originales sobre el
papel de miR-25 y su correlaciéon con modificaciones en la expresion de ROBOZ2
en pacientes con RMI.



ABSTRACT

The health condition commonly known as "Mental Retardation"” (RM) is defined
as a disability characterized by significant limitations both in intellectual
functioning and in adaptive behavior that occurs in 1-3% of the general
population!. Although the RM has been widely studied, the etiology of
approximately 50% of cases, which are classified as idiopathic mental
retardation (RMI) is still unknown?. According to previous data from our group
work from cultures of neural progenitor cells (NPCs) cells olfactory
neuroepithelium of patients with RMI, it was determined that 20 microRNAs
showed a significant change in expression, where miR-25 had the highest value
expression, being expressed 140 times higher than controls.

In this paper we analyzed the expression profile of mRNAs from samples from
the same patients and found that 19 genes are under-expressed, within these,
ROBOZ2 aligned in four regions along its 3 'UTR with miR-25 and, after a
functional test of over-expression of miR-25 in the A549 cell line, it was
observed that ROBOZ mRNA levels were decreased over half of baseline. The
ROBOZ2 gene produces a protein whose main function is to act as a sign of
molecular orientation in cell migration, axonal navigation including neural tube
and projection of axons to different regions during neuronal development, so
this study provides the first evidence that miR-25 may be involved in these
fundamental processes in the early stages of neurodevelopment and contribute
to the establishment of synaptic connections.

In sum, the results are original developments on the role of miR-25 and its
correlation with changes in the expression of ROBOZ in patients with RMI.



1. INTRODUCCION

1.1. Desarrollo del Sistema Nervioso de Mamiferos

El desarrollo del sistema nervioso es un proceso muy complejo, orquestado por
eventos moleculares y celulares sincronizados. Cada una de las fases que lo
conforman requiere una gran precision, por lo que cualquier complicacion en
los estadios iniciales del desarrollo puede generar enormes anormalidades en
estadios posteriores y dar como consecuencia afecciones, tales como el
autismo, retraso mental, epilepsia, etc3-5 (Figura 1).
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Figura 1. Fases del neurodesarrollo y afecciones asociadas. El momento temporal en el que se
altera el neurodesarrollo es determinante para el tipo de afectaciéon citoarquitecténica que se
producira. Cada una de estas alteraciones morfoldgicas resultantes esta asociada a su vez a distintos
grupos de enfermedades. La esquizofrenia y el autismo se encuentran probablemente en el grupo mas
tardio y sutil de las alteraciones del neurodesarrollo. Tomado de Urgelés D., et al,2008.

La formacidon del sistema nervioso en los seres humanos inicia durante la
tercera semana del desarrollo embrionario, dia 19 de gestacidon, cuando la
notocorda y el mesodermo estimulan al ectodermo (Figura 2). Este complejo
proceso de induccidén notocordal hace que el tejido ectodérmico se engruese,
formandose asi la placa neural®. Es posible que el engrosamiento del
neuroectodermo tenga relacién con la polimerizacion de microtubulos en el
citoplasma de las células nerviosas en formaciéon. Actualmente se han
identificado varios tipos de moléculas que actian como sefiales en procesos
inductivos del SNC, algunas de ellas pertenecen a la familia del factor
transformador del crecimiento  (TGF-B)7. Existen otras moléculas como el

3



acido retinoico o algunos neurotransmisores que al encontrarse en gradientes
de concentracion producen respuestas celulares importantes. La induccién
neural trae como consecuencia una sobreproduccion inicial de células
nerviosas3.

Una vez que el proceso inductivo ha concluido, la placa neural se alarga desde
su sitio de origen craneal al nodo primitivo. Los pliegues neurales se forman el
dia 20 del desarrollo embrionario, a partir de la elevacién de los bordes
laterales de la placa neural, y la porciéon media entre los pliegues neurales
forman el surco neural. Ocurrido esto, los pliegues neurales se elevan mas, se
acercan y se fusionan en la linea media del embrion formando asi el
denominado tubo neural” (Figura 3).

Surco neural Conducto
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Figura 2. Embrion humano de 19 dias. a) Aspecto macroscépico (vista dorsal), b) corte longitudinal y
c) corte transversal. Tomado de Eynard, A. R. 2008.

Mientras los pliegues neurales se acercan a la linea media para fusionarse, un
grupo de células neuroectodérmicas ubicadas en la cresta de cada pliegue,
también llamadas crestas neurales, pierden afinidad epitelial con las células
adyacentes. Estas células se denominan células de la cresta neural (Figura 3).
La migracion de este tipo celular desde las crestas hacia el mesodermo
adyacente transforma al neuroectodermo en una masa aplanada e irregular que
rodea al tubo neural. Este grupo celular dara origen a un conjunto heterogéneo
de tejidos de gran importancia que formaran la mayor parte del sistema
nervioso periférico (SNP) y parte del autonomo (SNA)”.

Luego del cierre completo del tubo neural, comienza el desarrollo de la region
caudal del tubo. Entre el dia 28 y 32, un conjunto de células del tubo neural
desarrolla una serie de pequenas vacuolas, que posteriormente toman contacto
con el canal central. Este proceso de canalizacion prosigue hasta la séptima

4



semana. En el periodo siguiente ocurre la regresion de muchas células de la
masa caudal. El extremo cefalico del tubo neural se dilata y origina 3 vesiculas
encefalicas primarias: Prosencéfalo (cerebro anterior), Mesencéfalo (cerebro
medio) y el Rombencéfalo (cerebro posterior)s.

Los distintos procesos que ocurren desde la inducciéon notocordal hasta este
punto, se engloban en el concepto de neurulacién, y mientras esto ocurre, el
embrion suele llamarse néurulas.

Luego de ocurridos los procesos de neurulacidn, inicia el desarrollo de
estructuras especificas como la médula espinal, las placas basales, alares, del
techo y de piso, meninges espinales y encéfalo®.

neural Mesodermo
Tubo ~ 3 Pediculo de Intermedio
fijacion ==

Corazén ™
Celoma

=
S intraembrionanio

primitivo

Figura 3. Embrion humano de 22 dias. Las lineas indican el plegamiento del embrién. a) aspecto
macroscopico (vista dorsal). B) corte longitudinal y c corte transversal. Tomado de Eynard, A. R. 2008.

Durante la cuarta semana, después del cierre de los neuroporos, el extremo
cefalico del tubo neural craneal al cuarto par de somitas se dilata
considerablemente y aparecen las 3 vesiculas encefdlicas primarias:
Prosencéfalo (cerebro anterior), Mesencéfalo (cerebro medio) vy
Rombencéfalo (cerebro posterior)8. Simultdneamente se estan formando dos
plegamientos: el pliegue cervical, en unién del rombencéfalo y medula espinal y
el pliegue cefadlico en el mesencéfalo. El mesencéfalo se separa del
rombencéfalo por el surco llamado el itsmo del rombencéfalo?.

Durante la cuarta semana tanto el prosencéfalo como el rombencéfalo se
dividen en dos vesiculas secundarias: el prosencéfalo origina el Telencéfalo
(cerebro terminal) que consta de una parte media y dos evaginaciones laterales
(hemisferios cerebrales primitivos), y el Dicencéfalo, que presenta una
evaginacion de las vesiculas oOpticas. El rombencéfalo formara finalmente el
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Mesencéfalo, que constituira la protuberancia y el cerebelo, y el Mielencéfalo
(el futuro bulbo raquideo).

El telencéfalo es la vesicula encefalica mas rostral. Entre la semana 5y 12, las
evaginaciones de la pared lateral del telencéfalo originan los hemisferios
cerebrales. La expansion anterior forma los lébulos frontales mientras la
superolateral origina los l6bulos parietales; finalmente, la expansion
posteroinferior forma los 16bulos temporales y occipitales. El proceso continua
con un aplanamiento medial de los hemisferios cerebrales’.

Durante la semana 6, la parte basal de los hemisferios aumenta de tamafo y
sobresale hace el ventriculo lateral dando origen al cuerpo estriado. Esta
region de la pared hemisférica se expande en direccion posterior y se divide en
dos partes: el nucleo caudado, dorsomedialmente, y el nucleo lenticular,
ventrolateralmente’. La fusion de la pared medial del hemisferio y la pared del
dicencéfalo permite el contacto entre el nucleo caudado y talamo. Tractos
ascendentes y descendentes de la corteza cerebral pasan entre el talamo y
nucleo caudado medialmente y ntcleo lentiforme formando la capsula interna.
La pared del prosencéfalo se engrosa formando una estructura longitudinal que
protruye al ventriculo lateral: el hipocampo®.

Al final de la vida fetal, la superficie hemisférica crece tan rapido que se forman
los giros (circunvoluciones) separados por surcos y hendiduras. Estos surcos y
giros permiten un aumento considerable de la superficie cerebral y, como
consecuencia, un aumento de la superficie cortical sin sobrepasar el volumen
del craneoé.

En cuanto la corteza cerebral, se desarrolla a partir del palio, que consta de tres
regiones: Paleopalio, Arquipalio y Neopalio. Estas originan la Paleocorteza, la
Arquicorteza y la Neocorteza respectivamente. En cualquier region de la
corteza, las paredes de los hemisferios cerebrales presentan tres zonas:
ventricular, intermedia y marginal. Las neuronas que migran desde la zona
intermedia hacia la zona marginal originaran la corteza cerebral®. De esta
manera, la sustancia gris queda ubicada superficialmente y los axones y fibras
nerviosas quedan ubicados en la profundidad del cerebro. La primera masa de
neuroblastos que emigran en el neopalio se dirige a una zona inmediatamente
debajo de la piamadre (membrana de tejido conectivo que protege al SNC) para
diferenciarse en neuronas maduras. Los siguientes grupos de neuroblastos van



ubicandose entre la piamadre y la capa anteriormente formada. De esta
manera, los primeros neuroblastos formados quedan en la porcién profunda de
la corteza mientras que los formados posteriormente originan las capas
superficiales de la corteza. La diferenciacion neuronal en las diferentes capas
da un aspecto estratificado a la corteza cerebral y origina zonas con una
composicion celular especifica®.

Para la formaciéon de estas estructuras complejas especificas del SNC, como el
telencéfalo (regién mas conocida como cerebro) y la corteza cerebral, tienen
que ocurrir cuatro procesos basicos celulares y moleculares: proliferacién
neuronal, migracion, guia axonal y sinaptogénesis.

1.1.1. Proliferacion

Alrededor de la semana 4 del desarrollo embrionario en humanos, se forma una
delgada capa de tejido que forma la pared del tubo neural denominada
Neuroepitelio. Estd formado por células germinales embrionarias llamadas
Células Madre Neurales (CMN), que a partir del cierre del neuroporo rostral del
tubo neural comienzan la fase de proliferacion celular. Durante la mitosis las
células madre se sitdan en la zona ventricular mientras que en el periodo
intermitdtico ocupan la zona marginal. Esta distribucién aporta al neuroepitelio
una apariencia de estar formando capas (pseudoestratificada)e.

De las divisiones rapidas de las células madre nacen las Células Progenitoras
Neurales (CPNs), que también se dividen con gran rapidez. Estas divisiones se
producen en la zona ventricular del neuroepitelio. La zona marginal esta
formada por células en periodo de interfase®. Las divisiones mitoticas de las
células progenitoras originan en principio otras células progenitoras y, tras
varias divisiones, estas realizan una ultima division que produce neuronas
inmaduras (que no se dividen mas) y glioblastos (se pueden dividir toda la
vida)”. Muchos de los glioblastos que se originan en la zona ventricular se
diferencian en un tipo de glia llamada glia radial durante el periodo
embrionario®.

Gran parte de la proliferacion celular se produce en la zona ventricular de las
diferentes regiones del tubo neural*:



e Zona ventricular: las células se dividen sucesivamente hasta que han
proliferado una gran cantidad de las neuronas inmaduras que formaran
las diferentes estructuras del SNC y muchos glioblastos*.

e Zona subventricular: es la segunda zona proliferativa en el neuroepitelio
del telencéfalo. Se forma sobre la zona subventricular con células
progenitoras y glioblastos que se desplazan a ella en un periodo
temprano del desarrollo y en ella nacen neuronas inmaduras de pequefio
y mediano tamaifio y la gran mayoria de las células gliales. Esta zona es
ademas fundamental porque se mantiene como nicho neurogénico
durante toda la vida*.

e C(Capa granular externa: segunda zona proliferativa del cerebelo. Se forma
en la zona externa del neuroepitelio del cerebelo. En ella proliferan las
neuronas inmaduras que se diferenciaran en células granulares y el resto
de interneuronas del cerebelo. La primera zona proliferativa del cerebelo
es la tipica zona ventricular del neuroepitelio en la que proliferan las
neuronas que se diferenciaran en células de Purkinje, células de Golgi y
células de los nucleos profundos.

La diferenciacion a neuronas maduras ocurre en la dltima division de las
células progenitoras. Este evento no ocurre simultdneamente en las distintas
zonas del tubo neural, de manera que cada una tiene su propio periodo de
neurogénesis, y en todas las regiones del tubo neural nacen antes las neuronas
de proyeccidn (neuronas que envian su axon fuera del propio ntcleo de origen
para conectar con otros centros tras un recorrido de longitud variable) que las
interneuronas (son neuronas de axén corto, que se ramifica y termina en el
interior del propio centro de origen) *.

Como consecuencia a la proliferaciéon, la pared del tubo neural se ira
engrosando y se formaran secuencialmente las distintas estructuras que
componen el SNC.

1.1.2. Migracion

Las neuronas inmaduras se desplazan desde la zona en la que han nacido hasta
su zona de destino. Al iniciar esta fase de migracion, las neuronas se sitian
entre la zona ventricular y la zona marginal del neuroepitelio y forman la zona
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intermedia o capa del manto. Su ubicacién en esta zona es transitoria porque
prosiguen su desplazamiento hasta alcanzar su destino definitivo*.

En el tubo neural la mayoria de las neuronas inmaduras migran guiadas por las
células de la glia radial que nacen en la zona ventricular al mismo tiempo que
nacen las neuronas inmaduras. La glia radial es fundamental ya que sirve como
soporte mecanico a las neuronas inmaduras para su desplazamiento a través
del neuroepitelio. Las neuronas en migracion se desplazan por las
prolongaciones gliales con un movimiento ameboide*. Este mecanismo de
migracion estd controlado por moléculas de la membrana celular como las
moléculas de adhesién neurona-glia (MAC-Ng): estas moléculas realizan el
reconocimiento de las prolongaciones de la glia radial para iniciar la migraciéon
y controlan la adhesividad de las neuronas migratorias para permitir su
desplazamiento*.

Una vez terminada la migracion, la principal funciéon de las células de la glia
radial es el soporte de las neuronas, ademas de controlar el microambiente de
las células en cuanto a composicion idnica, niveles de neurotransmisores y
otros factores de crecimientos.

El mecanismo de migracion guiada desde la zona ventricular por la glia radial
se considera universal para todas las células del SNC en desarrollo.

En la corteza cerebral, las neuronas migratorias se establecen en las capas
siguiendo un patrén de dentro hacia afuera en relaciéon con la region de la que
se originaron, con la excepciéon de la capa I (de seis), aunque es las mas
superficial, se instalan las primeras neuronas que nacen en el neuroepitelio
telencefalico. Todas las neuronas de la placa cortical ascienden por las capas
formadas antes, hasta alcanzar la capa I, y luego descienden hasta ocupar su
capa*.

Con el fin de conformar las diferentes regiones del sistema nervioso las
neuronas inmaduras deben migrar desde el lugar de nacimiento (generalmente
cerca de las regiones mas internas del tubo neural) hasta su localizacion
definitiva en el sistema nervioso, y una vez alli unirse con otras neuronas para
formar unidades funcionales (nucleos y capas corticales).

Una vez que la neurona termina su migracién, comienza a madurar. Este
proceso incluye su diferenciacion y la formaciéon de vias de conexion*.



1.1.3. Diferenciacion

En esta fase la neurona adquiere las caracteristicas morfolédgicas y fisiolégicas
de una neurona adulta. La diferenciacién morfolégica basica de una neurona
estd programada antes de que alcance su destino, pero, el pleno desarrollo de
su arborizacion depende del entorno de las neuronas y las interacciones que se
establecen entre ellas*. A partir de la semana 15 y después del nacimiento hay
un segundo periodo de maduracién que esta relacionada con la formacion de
las vias de conexion y el periodo de establecimiento de conexiones que son
fundamentales para la completa diferenciacion neuronal8. La maduracidon de la
neurona implica, ademas de las caracteristicas morfoldgicas, como la expresion
de organelos tipicos de neuronas y la formacioén de sinapsis, la adquisicién de
propiedades fisiologicas especificas (denominada también diferenciacién
bioquimica), que comprende el desarrollo de la maquinaria para la sintesis de
los neurotransmisores y la expresién de los receptores+.

El complejo proceso de crecimiento de la neurona inmadura depende de los
conos de crecimiento descrito por Santiago Ramén y Cajal®. Estos existen en
todos los extremos de las prolongaciones neuriticas (axones y dendritas
inmaduras) que estan desarrollandose, se localiza en la parte mas externa de la
neurita, tiene una regién periférica constituida por lamelipodios o delgadas
extensiones membranales, y por filopodios o pequefias espiculas que
sobresalen de los lamelipodios. Cada una de estas regiones tiene una
distribucion caracteristica de filamentos de actina y microtibulos. En los
lamelipodios se encuentran numerosas fibras cortas de actina que forman una
red, y en ocasiones se encuentran también microtibulos; mientras que en los
filopodios se encuentran generalmente fibras de actina. La parte central del
cono de crecimiento estd formado principalmente por microtdbulos y se
caracteriza por la presencia de gran cantidad de organelos celulares. En la zona
de transicion, que se localiza entre la zona central y periférica, se encuentra la
parte mas distal de los microtibulos en interaccion con las fibras de actina de la
zona periféricalf,

La proyeccion de las neuritas comprende tres pasos principales que se suceden
de manera continua y ordenada: 1) el avance de la zona periférica del cono de
crecimiento, 2) el “llenado” de la zona periférica con organelos, 3) la
consolidacién, mediante la “invasion” del citoesqueleto en la zona central, y la
constriccién y formaciéon de una estructura cilindrica que formara el nuevo
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segmente del ax6n. Cuando no existe movimiento de las neuritas se dice que el
cono de crecimiento esta en un estado estatico-dinamico en donde hay una
exploracion continua del medio y los lamelipodios y filopodios estan en
constante extension-retraccion. La activacion de receptores membranales por
sefales guia converge en la modulacién del citoesqueleto a través de diversas
vias de transduccién de sefiales. La familia de las GTPasas pequefias, y en
especial la familia de las GTPasas Ras y Rho tiene un papel fundamental
modulando la polimerizacién y despolarizacion de los filamentos y activando
vias de transduccion de sefiales como las ERK o MAP cinasas?..

Los axones siguen trayectos especificos que son delimitados mediante sefiales
de naturaleza quimica y mecanica, y que pueden actuar como sefales
atrayentes o permisivas, y repelentes o no permisivas. Una sefial atrayente
induce el crecimiento y atrae las proyecciones, pero también una sefial
repelente delimita el sitio por el cual las neuritas deben avanzar contribuyendo
a la proyeccion correctal2. Las sefiales repelentes pueden causar la
disminucion en la adicion de monémeros de actina y la pérdida o disminucién
de los filamentos en la zona mas externa del cono de crecimiento induciendo su
colapso!3; mientras que las sefiales atrayentes favorecen la adicién de nuevos
mondmeros de actina y el desplazamiento retrégrado de los filamentos por
interaccién con miosina tipo II, que produce una fuerza que impulsa al cono de
crecimiento hacia adelante, a través de la extension de la membrana celular y la
extension de los filopodios!“.

Los factores que contribuyen a guiar los axones hacia sus destinos implican
tanto procesos de reconocimiento molecular como de afinidad quimica*. Este
proceso es crucial en la definiciéon de conexiones entre las neuronas cerebrales
especialmente durante el desarrollo. Algunas patologias, entre ellas la
esquizofrenia, epilepsia, problemas de aprendizaje y enfermedad de Parkinson,
se han relacionado con defectos en este proceso 1518,

1.1.4. Moléculas de guia axonal

1.1.4.1. Netrinas

La familia de las Netrinas (del sanscrito netr, “el que guia”) estd compuesta por
un conjunto de proteinas secretables tradicionalmente relacionadas con la guia
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de axones y células durante el desarrollo del sistema nervioso. El miembro que
da nombre a la familia, Netrinal, fue identificado en cerebro de pollo como la
molécula responsable de la actividad quimiotactica y promotora del
crecimiento axonal que posee la placa del suelo de la médula espinall?% 20, Esta
proteina de 78 kDa muestra afinidad por las membranas, y su estructura es
similar a la de la proteina Unc6, implicada en la guia circunferencial de axones y
células y descrita como uno de los varios mutantes de C. elegans con distintos
fenotipos de descoordinacion20. Netrinal y Unc6 presentan en su extremo N-
terminal una secuencia sefial, seguida de una region de elevada similitud con
las tres cadenas de Laminina. Esta region homoéloga a la de Laminina esta
formada por el dominio VI o dominio globular, y el dominio V, una region lineal
compuesta de tres repeticiones tipo EGF ricas en cisteina, también llamadas V1-
3, y que forman parte de numerosas moléculas de matriz extracelular. El
extremo C-terminal contiene el dominio C (llamado asi por su parecido a la
region C-terminal de proteinas del complemento), una region rica en residuos
basicos (lo que explica la elevada afinidad de Netrinal por la heparina) que
ademas presenta un motivo RGD, una secuencia sefial para receptores de la
familia de las integrinas?! .

En vertebrados, la Netrinal expresada en la placa del suelo de la médula
espinal atrae axones comisurales y repele axones trocleares!®. En el ratén
mutante de Netrinal se observan defectos en la trayectoria de axones
comisurales espinales, asi como en otras comisuras del encéfalo, como el
cuerpo calloso, la comisura ventral anterior y la hipocampal?22.

Estas proteinas se pueden distinguir en tres familias:
-Netrinas clasicas: incluyen a Unc6, Netrinal y otras.

-Subfamilia de Netrina4/B-Netrina. Los 2 tercios N-terminales muestran
similitud con las subunidades 3 y y de la Laminina-[3, ademas no poseen las dos
cisteinas adicionales que si presenta la anterior familia. Se expresa tanto en
tejido nervioso, donde se ha demostrado que promueve el crecimiento axonal
en determinados tipos neuronales, como en otros o6rganos como higado,
corazon, ovario y vasculatura, donde se localiza en membrana basal?1.

Estas moléculas tienen diferentes receptores entre los que se encuentran: Dcc
(Deleted In Colorectal Carcinoma, Unc5 (uncoordinated locomotion-5), y la
familia de las Integrinas.
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1.1.4.2. Semaforinas

La superfamilia de las Semaforinas esta formada por tres subfamilias:
Semaforinas, Plexinas (ambas presentes tanta en invertebrados como en
vertebrados) y los receptores tirosina-quinasa Met y Ron (especificas de
vertebrados). Las proteinas que forman parte de dicha superfamilia tienen una
estructura similar, caracterizada por la presencia en el extremo N-terminal del
dominio sema, y por una o mas copias del dominio rico en cisteinas CDR,
también denominado MRS (Met-Related sequence) o PSI (Plexin-Semaphorin-
integrin domain), adyacente al dominio Sema en su lado C-terminal23. El
dominio Sema equivalente estructuralmente a una variante del pliegue tipo
hélice-B, un tipo de topologia proteica muy comun tanto en proteinas
extracelulares como citosoélicas, y junto con el dominio CDR constituyen el
dominio semaforina original, que Kolodkin y colaboradores en 1993 definieron
como rasgo caracteristico de la familia de las semaforinasz4.

Las semaforinas, cuyo nombre hace referencia al sistema de banderas y luces
de la comunicacién y ferroviariazs, se agrupan segun similitudes estructurales
en ocho clases, todas ellas de origen animal excepto la clase V, formada por
proteinas viricas. Las semaforinas de clase 2 y 3 son solubles, mientras que el
resto de clases contienen semaforinas ancladas a la membrana plasmatica;
entre ellas, las clases 1, 4, 5, y 6 las componen proteinas transmembranales de
tipo I (con su extremo N-terminal en el medio extracelular, y su extremo C-
terminal en el citosol), y las semaforinas de clase 7 presentan un dominio GPI
de unién a membrana. Las clases 1 y 2 contienen semaforinas de origen
invertebrado, y las clases 3, 4, 5, 6 y 7 con de origen vertebradoZe.

La repulsion del axén es uno de los principales aspectos de accién de las
semaforinas. Sin embargo, algunas pueden atraer o repeler a los conos de
crecimiento; la acciéon que llevardn a cabo dependera de la naturaleza de la
neurona y de los receptores presentes en la membrana neuronal8. Existen
varias proteinas que pueden actuar como receptores o parte de complejos
receptores de semaforinas. Entre ellas las mas importantes son las Plexinas y
Neuropilinas, aunque tambiénzé:

- Otk, una proteina similar en estructura a un receptor tirosina-quinasa,
pero con un dominio catalitico inactivo; en Drosophila, interacciona con
PlexA y actia como receptor de Semala.
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- Moléculas de adhesion celular (CAM) pertenecientes a la superfamilia de
las inmunoglobulinas. L1 forma parte junto con neuropilinas y plexinas
del complejo receptor de Sema3A, mientras que NrCAM se asocia con
Np2 y forma parte del complejo receptor de Sema3F y sema3B27

- Integrinas como B1 integrin, considerada como un receptor de Sema7a
anclada a membrana28.

- Met o factor de crecimiento hepatico, un miembro de la superfamilia de
las Semaforinas que, asociado a PlexB1, transduce la sefial de Sema4D.

- CD72, una proteina que forma parte de la superfamilia de las Lectinas,
actia como receptor de Sema4D especificamente en sistema inmune.

- Tim2, perteneciente a la familia de proteinas TIM, es un receptor de
Sema4A que actiia como regulador de la funcion de las células T.

1.1.4.3. Slits

La familia Slit de proteinas solubles fueron descubiertas a finales de la década
de los afios 90 segin dos aproximaciones distintas: se identificé a Slit como el
ligando del receptor Robo y factor responsable de la actividad repulsiva axonal
presente en la linea media de Drosophila?, y como factor derivado de extractos
cerebelares que estimulaba la elongacién y ramificaciéon de axones sensoriales
espinales30. La familia Slit incluye miembros en Drosophila, en mamiferos y el
pollo31, que se expresan en la linea media del SNC y estan asociados a la matriz
extracelular. Contienen una secuencia sefial seguida de cuatro repeticiones
ricas en leucina, siete repeticiones tipo EGF (Factor de crecimiento epidermal),
y un dominio LNS tipico de otras proteinas de matriz extracelular, situado en el
sexto y séptimo dominio EGF. Algunos miembros de la familia presentan un
dominio de proteolizacidn entre la quinta y la sexta repeticion EGF que genera
un fragmento N-terminal y otro fragmento C-terminal mas pequefio?® (Figura
4).

Sus receptores, la familia de proteinas Roundabout (Robo), forman parte de la
superfamilia de las inmunoglobulinas, y presentan cinco dominios IG, seguidos
de tres dominios Fibronectina tipo IlIl, un dominio transmembranal y una
region intracelular que interacciona directamente con varios elementos
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reguladores del estado del citoesqueleto celular: con la proteina tirosina-
quinasa Abelson, con su sustrato Enabled, o con proteinas GAP inactivadoras de
la GTPasa Rac32 33 (Figura 5).
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Figura 4. Estructura de proteinas Slit y sus receptores Robo. Tomada y modificada de Nguyen-Ba-
Charvet, K. Ty Chedotal, A. 2002.

Junto con Netrinal, las proteinas Slit estan tradicionalmente ligadas al proceso
de guia de axones de la linea media, funciéon descrita directamente en
Drosophila, aunque conservada a lo largo de la evolucion y presente también en
vertebrados3!. Generalmente, Slit interviene como factor repulsivo no
solamente en la proyeccion de axones en la linea media, sino también el
desarrollo de conexiones de la formacién hipocampal3+.

Un analisis de la region LRR de Slit ha demostrado que los receptores Robo se
unen a un sitio comun localizado en la region D2 de Slit35. Por otro lado, Robo
se une a Slit en sus dominios Igl e [g23¢.

Slit también actia como factor quimiotactico en la migracion de distintos tipos
celulares durante el desarrollo: Slit repele células mesodérmicas precursoras
de fibras musculares desde la linea media en Drosophila, que mas tarde son
atraidas por Slit presente en los puntos de anclaje musculares3’. Slit repele
neuronas de la zona subventricular pertenecientes a la corriente rostral
migratoria (RMS), que aporta células al bulbo olfatorio38, y desde la zona
ventricular de la eminencia ganglionar, Slit repele las interneuronas del
subpalio y las dirige hacia la neocorteza3?; Slit silencia la sefal atractiva de
Netrinal sobre las células de la oliva inferior, impidiendo que sus somas
atraviesen la linea media*0.
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Slit estimula la ramificacién de axones sensoriales y GABAérgicos in vitro4l,
efecto que resulta contrario a la funcién de repeler axones y células durante el
desarrollo. Parece ser que el fragmento N-terminal de Slit generado tras su
protedlisis acapara la funcién de ramificacion, mientras que la proteina
completa antagoniza la actividad de ramificacién y es responsable, a su vez, de
la repulsion celular; por lo tanto, pueden existir diferencias en la sefializacion
de Slit que dan lugar a funciones contrapuestas3!.

En Drosophila, 1a mutacién nula del gen Slit genera un fenotipo de “linea media
colapsada”, en el que los axones comisurales alcanzan la linea media, pero en
vez de atravesarla, permanecen en ella formando un unico tracto ascendente*2.
Contrariamente a lo esperado, la deficiencia génica de sus receptores, las
proteinas Robo, producian fenotipos distintos: en el mutante Robo los axones
comisurales cruzan una y otra vez la linea media*3, mientas que en el mutante
Robo2 se observan alteraciones en los tractos axonales longitudinales, pero las
comisuras aparecen normales; el doble mutante Robo/Robo2, en cambio, si
muestra un fenotipo similar al del mutante Slit*4. Por lo tanto, Robo y Robo2
son responsables de todas las acciones de Slit en la guia de axones comisurales
en la linea media, respondiendo ambos receptores ante Slit con repulsion,
aunque de forma distinta tanto cuantitativa como cualitativamente#4. Robo y
Robo2 se expresan en el SNC desde estadios tempranos, y sus respectivas
proteinas estdn presentes en los axones que proyectan ipsilateralmente desde
el principio de su trayectoria*4, sin embargo, la proteina Robo presenta
elevados niveles en los axones comisurales Unicamente cuando estos ya han
cruzado la linea media%5. Este hecho es debido a la expresion de la familia de
genes Comm especificamente en axones comisurales, y momentaneamente
cuando estos cruzan la linea media*t. Los genes Comm codifican proteinas
transmembranales presentes mayoritariamente en el compartimento
intracelular de Golgi y endosomal, y que actian como receptores de
clasificacion, desviando a Robo hacia endosomas tardios y lisosomas?’, y
produciendo en ultima instancia la disminucién del nivel de proteina Robo y
Robo2 solamente en axones comisurales en transito por la linea media de
Drosophila*8. La funcion atribuida a las proteinas Comm en la guia de los axones
comisurales concuerda con el fenotipo de mutaciones nulas, caracterizado por
la falta de comisuras en el SNC43.
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Figura 5. Via de sefializacién Slit/Robo. (A) Slit se une al dominio Igl de los receptores Robo a través
de su segundo dominio (D2), que contiene repetidos ricos en leucina (LRRs). Los proteoglicanos de
Heparan Sulfato (HSPGs) tales como sindecano (Sdc), que consisten en una proteina central de
proteoglicano y cadenas de Heparan Sulfato (HS), son co-receptores para Robo y Slit. HSPGs estabilizan
la unién de Robo y Slit por la formacién de un complejo ternario con el dominio Igl del receptor Robo y
el dominio D2 de Slit a través del polimero de HS. (B) Las GTPasas Rho y sus reguladores (GAPs y GEFs)
son componentes de la via de sefializacidn Slit/Robo. En presencia de Slit, Slit-RoboGAP1 (srGAP1) se
une al dominio CC3 de Robo e inactiva RhoA y Cdc42. Estas proteinas receptoras son capaces de
mediar, entre otros procesos, la repulsién, el control de la dindmica del citoesqueleto y la polaridad
celular. (C) en presencia de Slit, Vilse/CrossGAP también puede unirse al dominio CC2 de Robo e inhibir
Racl y Cdc42. Racl también se activa mediante el reclutamiento del GEF (proteina intercambiadora de
guanina) de la via de la proteina Sos con la proteina adaptadora Dreadlocks (Dock), que se une al
dominio CC2-3 de Robo. Esto activa la cinasa diana rio abajo de Racl y p21 activada (Pak), que también
se une al dominio CC2-3 de Robo. Estas sefales asociadas mas debajo del receptor Robo controlan la
repulsion y la dindmica del citoesqueleto. (D) la tirosina cinasa Abelson (Abl) se une al dominio CC3 de
Robo y antagoniza la sefializacién de Robo a través de la fosforilaciéon de del dominio CC1 y media la
adhesidn celular. Enabled (Ena) es un sustrato de Abl que también se une a los dominios CC1 y CC2 de
Robo. El sitio de corte en Slit también se muestra. Tomada y modificada de Ypsilanti, A et al,, 2010.

En vertebrados, Slit y sus receptores Robo parecen funcionar de forma similar
en la guia de axones comisurales de la médula espinal: tres miembros de la
familia Slit se expresan en la linea media, y en el ratdn triple deficiente de
axones comisurales no abandonan la linea media#°. Ademas, las proteinas Robo
y Robo2 se localizan mayoritariamente en axones comisurales que ya han
cruzado la linea media, precisamente cuando se vuelven sensibles al efecto
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repulsivo de Slit e insensibles a la actividad quimioatractiva de la linea media>©.
Sin embargo, existen ciertas diferencias entre el modelo de guia axonal en la
linea media de Drosophila y vertebrados: en éstos aun no se ha identificado un
homélogo de Comm, mientras que, a diferencia de Drosophila, Rig/Robo3
expresado en axones comisurales espinales previamente al cruce de la linea
media anula la sensibilidad de dichos axones hacia el quimiorepelente Slit,
posiblemente interfiriendo con receptores Robo en su unién a Slit o en la
cascada de sefializacion intracelular. Ademas, en vertebrados se ha demostrado
que los axones comisurales espinales pierden su sensibilidad ante el efecto
atractivo de Netrinal presente en la linea media una vez que la han cruzado,
debido a que la interaccién entre Robo y Dcc a nivel intracelular produce la
inactivacion de Dcc y, por consiguiente, el silenciamiento de la senal de
Netrinal>1.

1.1.5. Sinaptogénesis

Cuando los axones en crecimiento llegan a su diana, establecen contactos con
las neuronas del mismo. Es estos puntos de contacto entre los axones aferentes
y las neuronas de destino, se forman estructuras especializadas en la
transmision de sefiales neurales, denominadas Sinapsis. Este proceso
comienza a ocurrir cuando algunas otras células neurales siguen proliferando.
Se lleva a cabo en dos fases:

1. Fase de sobreproduccion en la que se forman numerosas sinapsis
provisionales

2. Fase en que se eliminan muchas de las que se realizaron inicialmente y
se reorganizan las restantes.

Se ha demostrado que las terminales presinapticas (aferentes) son muy
importantes para la supervivencia de las neuronas postsinapticas (diana), ya
que si se elimina se produce un gran aumento de muerte neuronal en las diana;
la magnitud del efecto es diferente dependiendo del periodo en que se eliminen
las aferencias.

Después de que se han ajustado las poblaciones neuronales, el SNC
experimenta un remodelado durante el periodo postnatal que es fundamental
para su funcionamiento, que incluye en primer lugar, una gran eliminacién de
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sinapsis establecidas previamente (por falta de precisiéon en la innervaciéon o
porque la célula diana recibia un numero erréneo de aferentes); y en segundo
lugar, una reorganizacion de los contactos que establecen los terminales que
permanecen.

El proceso de remodelacién sindptica coincide con el comienzo de la actividad
neuronal y se ha comprobado que la actividad sindptica es fundamental para
que se mantengan las conexiones neurales ya que las que no se usan o se usan a
destiempo se eliminan.

En general, en el encéfalo humano durante los primeros cuatro afios después
del nacimiento aumenta progresivamente el nimero de contactos sinapticos en
respuesta a la actividad neuronal, y a partir de ese periodo y hasta la pubertad
se produce una reorganizacion sinaptica, pero los periodos concretos de
remodelacion son propios de cada region.

La reorganizacion sinaptica aporta precision y eficiencia de los contactos
sinapticos porque eliminan muchos de los que no se han utilizado, y se
preservan solo los que han demostrado su eficiencia en la actividad neural.
También reduce su gasto energético general, permitiendo que pueda disponer
de mas energia para la actividad de los circuitos neurales que son esenciales.

Cuando los axones han terminado su periodo de crecimiento, han emitido sus
colaterales y han consolidado sus conexiones comienza el proceso de
mielinizacién. Esta se da desde el periodo prenatal, y se mantiene hasta los 25
afios a un ritmo mas lento52. Ocurre en ciclos, con una secuencia ordenada
predeterminada, en direcciéon caudo-rostral. La mielinizacién es un proceso
fundamental del desarrollo del SNC porque la mielina aumenta la velocidad de
conduccién de las sefiales neurales por el ax6n. Sin embargo, también aporta
cierta rigidez a los circuitos neuronales, lo que limita la formacién masiva de
sinapsis. La mielina contiene una proteina que impide que los axones
ramifiquen y establezcan nuevas conexiones*.

Sin embargo, el SNC adulto sigue manteniendo su capacidad de producir
sinaptogénesis, aunque en niveles bajos, ocurriendo reorganizacién sinaptica.
Esta capacidad de cambio en los contactos sindpticos que refleja aprendizajes
adquiridos o respuestas a cambios ambientales (como algin traumatismo) se
denomina plasticidad neural, y aunque es mayor en la infancia, se mantiene
durante toda la vida.
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De modo general se puede decir que los factores genéticos establecen una
organizacién basica, que dirige el desarrollo del SNC basandose en la
superabundancia. En el periodo perinatal y la primera infancia, la interaccién
con el ambiente interno del organismo y las experiencias que afronta el SNC
producirdn cambios en la estructura inicial, que seran fundamentales para
configurar la organizacidbn anatomo-funcional de cada individuo. Su
organizacién madura, no obstante, seguira conservando su capacidad de
cambio durante el resto de la vida, lo que permitird aprender, recordar o
recuperar funciones tras lesiones o accidentes.
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1.2. Retraso mental

1.2.1. Descripcion del Retraso Mental

El Retraso Mental (RM), considerado en la actualidad también como
discapacidad intelectual, es una discapacidad caracterizada por limitaciones
significativas en el funcionamiento intelectual (razonamiento, aprendizaje,
resolucion de problemas) y en la conducta adaptativa, que abarca una serie de
habilidades sociales y practicas cotidianas®3. Afecta 1-3% de la poblacion
general® 53, Segin la AAIDD se define de la siguiente manera:

“El retraso mental es una capacidad intelectual general significativamente inferior al
promedio que se acompafia de limitaciones significativas de la actividad adaptativa
propia de por lo menos dos de las siguientes areas de habilidades: comunicacién,
cuidado de si mismo, vida doméstica, habilidades sociales/interpersonales,
utilizacion de recursos comunitarios, autocontrol, habilidades académicas
funcionales, trabajo, ocio, salud y seguridad. Su inicio debe ser inferior a los 18 afios
de edad”s*

El diagndstico de RM se realiza mediante el cumplimiento de tres criterios>3. El
primero se refiere a la capacidad intelectual general inferior al promedio. La
capacidad intelectual se cuantifica mediante el Coeficiente Intelectual (CI)
obtenido por evaluaciéon mediante uno o mas test estandar de inteligencia
(WISC-R, Terman, K-ABC), administrados individualmente. La capacidad
intelectual significativamente por debajo del promedio (CI menor de 70) lo que
equivale a puntuar aproximadamente dos desviaciones tipicas por debajo de la
media (CI=90). Sin embargo, al evaluar un CI hay que tener en cuenta que se
produce un error de media de aproximadamente 5 puntos, por lo que se puede
diagnosticar a un sujeto con RM cuando su CI esta situado entre 70-75 siempre
que exista déficit o insuficiencias significativas en su capacidad adaptativa. Por
el contrario no se diagnosticaria con RM a un sujeto que obtuviera un CI
inferior a 70 que no presentara déficit en su capacidad adaptativa.

El segundo criterio es la capacidad adaptativa que se refiere a la eficacia con
que los sujetos afrontan las exigencias de la vida cotidiana y cémo cumplen las
normas de autonomia personal esperadas para su edad, grupo sociocultural y
ubicacién comunitaria. Las personas con retraso mental suelen presentar mas
discapacidades adaptativas cuando tienen un CI bajo. La capacidad adaptativa
puede estar influenciada por factores escolares, motivacionales, de
personalidad, oportunidades sociales, laborales o enfermedades médicas que

21



pueden coexistir con el retraso mental. Para medir la capacidad adaptativa se
pueden utilizar escalas como la Vineland Adaptative Behavior Scales>> o la
AAMR Adaptative Behavior Scales. Al igual que en la evaluacion de la capacidad
intelectual, debe tenerse en cuenta los factores que pueden limitar el
rendimiento del sujeto como su motivacion, nivel educativo y sociocultural,
discapacidades asociadas, etc.

El tercer criterio establece que el déficit de la capacidad intelectual y
adaptativa, tienen que manifestarse durante el periodo de desarrollo antes de
cumplir los 18 arfios. Se establece este limite de edad debido a que es
considerado como un desorden del neurodesarrollo que se manifiesta como
disfuncion del SNC36 57. Si un sujeto llega a la edad adulta después de un
desarrollo normal, nunca podra ser diagnosticado con RM.

La APA (American Psychiatric Association) ha desarrollo un sistema de
clasificacion diagndstica basado en el nivel de insuficiencia intelectual.

e RM leve: para referirse a personas con CI entre 50 y 55 y
aproximadamente 70

e RM moderado: para CI entre 35-40 y 50-55
e RM grave: para Cl entre 20-25 y 35-40

e RM profundo: para CI inferior a 20-25

B RM leve

[ RM moderado
[0 RM grave

B RM profundo

Figura 6. Clasificacion del RM y prevalencia. American Psychiatric Association, 2013.
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El retraso mental leve constituye el grupo mas numeroso con el 85% de las
personas afectadas por esta discapacidads8. La mayoria suele desarrollar
habilidades sociales y de comunicaciéon durante la etapa de educacién infantil
(0-6 anos) y tienen insuficiencias minimas en el ambito sensoriomotor. Con
frecuencia no se distinguen de otros nifios sin retraso mental hasta edades
posteriores. En los ultimos afios de la adolescencia suelen adquirir los
conocimientos académicos propios de un nivel ultimo grado de educacién
primaria. Comparados con el desarrollo tipico de compafieros de la misma
edad, los individuos son inmaduros en interacciones sociales. Comunicacion,
conversacion, y el lenguaje son mas concretos o inmaduros que lo esperado
para su edad. Durante la vida adulta llegan a adquirir habilidades sociales y
laborales para una autonomia minima. Pueden necesitar orientacidn,
supervision o asistencia en situaciones de estrés social y en materia econémica.
Pueden vivir en la comunidad satisfactoriamente contando con apoyos
adecuadoss3; 58,

El retraso mental moderado esta constituido por aproximadamente el 10%
de toda la poblaciéon con retraso mental>8. A lo largo del desarrollo, las
habilidades conceptuales de los individuos quedan notablemente inferiores a
las de sus compafieros de la misma edad. En general las personas con este nivel,
adquieren habilidades de comunicacion durante los primeros afios de nifiez.
Pueden atender su propio cuidado personal y pueden aprender habilidades
académicas funcionales si se les presta la atencién adecuada, pero es
improbable que superen el primer ciclo de la educaciéon primaria. Tiene un
buen desarrollo motor y aprenden a desplazarse independientemente por
lugares que les son familiares. Durante la adolescencia pueden tener problemas
en las relaciones interpersonales por la dificultad de reconocer los
convencionalismos sociales. En la edad adulta son capaces de realizar trabajos
de baja dificultad con supervisién constante. Se adaptan bien a la vida en
comunidad>3; 58,

El retraso mental grave incluye el 3-4% de la poblacién con RM>38. Durante los
primeros anos de la nifiez, adquieren un lenguaje escaso o nulo y en la edad
escolar pueden aprender a hablar y adquirir habilidades relacionadas con los
habitos de salud, higiene, autoproteccién e independencia personal. Apenas
pueden aprender materias pre-académicas, aunque pueden llegar a dominar
ciertas habilidades como el aprendizaje de la lectura global de algunas palabras
imprescindibles para su “supervivencia”. En la edad adulta pueden trabajar en
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tareas simples con una supervision estrecha. En su mayoria, salvo que
presenten alguna discapacidad asociada, se adaptan bien a la vida en
comunidad>3; 58,

El retraso mental profundo representa aproximadamente el 1-2% del total de
las personas con RM58, La mayoria presentan una enfermedad neurolédgica
identificada que explica su retraso mental. Durante los primeros afos de la
nifiez presentan graves alteraciones en su desarrollo sensoriomotor. Para
alcanzar un desarrollo adecuado, necesitan un ambiente muy estructurado con
ayudas y supervision constante. En los afios escolares, con la ensefianza
adecuada, pueden mejorar su desarrollo motor, las habilidades de
comunicacion y el cuidado personal. En la edad adulta pueden realizar tareas
simples en centros protegidos y con estrecha supervisions3; 58,

El diagndstico temprano del retraso mental facilita la intervencion precoz y
permite la mejor aceptacion del nifio por parte del medio social. La mayoria de
los nifios llegan a centros de atencion en salud por dismorfias, disfunciones
asociadas o que no se hayan cumplido las expectativas propias de su edad. No
hay caracteristicas fisicas especificas del retraso mental, pero las dismorfias
son los primeros signos que llevan al nifio a la consulta pediatrica. Los primeros
problemas detectables son la falta de respuesta visual o auditiva, tono muscular
o postura inusual y problemas con la alimentacién. Entre los 6 y 18 meses de
edad, el retraso motor (incapacidad para sentarse, gatear o caminar) es el
problema mas frecuente. El retraso en el lenguaje y los problemas de conducta
son preocupaciones habituales pasados los 18 meses. Es mas probable que la
deteccién precoz de un desarrollo anormal suceda cuando hay alteraciones
graves, y el retraso mental suele detectarse alrededor los 3 afios de edad>°.

Varios sindromes (como sindrome de Down, sindrome de Rett y otras
condiciones bien conocidas) son facilmente reconocidos debido a su asociacion
con alteraciones morfoldgicas especificas (dismorfismos), comportamientos
peculiares y multiples anormalidades congénitas. Sin embargo, un porcentaje
consistente (50%) de nifios con RM no presentan un fenotipo llamativo de un
sindrome bien conocido?.

Diversos factores ambientales, genéticos o demas pueden causar RM. También
se cree que factores conductuales o sociales, como la pobreza, la desnutricidn,
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el consumo de drogas y alcohol por parte de la madre, asi como la privacién de
estimulos pueden contribuirss,

Probablemente ninguna otra drea ha contribuido tanto a la compresién del RM
como la genética. Sin embargo esta contribuciéon ha traido un laberinto de
opciones de diagnostico. Las etiologias genéticas constituyen la causa mas
frecuente y es demostrable en mas de del 50% de individuos con RM. En estos
casos la etiologia ha sido atribuida a anomalias cromos6micas numéricas y
estructuraless® €0, o bien, a la organizacién cromosémica®1-63 donde se han
encontrado alteraciones en practicamente todos los cromosomas. Estas
alteraciones cromosomicas, ademas de originar el RM, se asocian a otros
sintomas clinicos, mayoritariamente a problemas del crecimiento, y a una gama
de anomalias menores, como lo son los rasgos dismorficos faciales, y a otras
malformaciones estructurales de diferentes sistemas: cardiaco, urogenital y
extremidades; al conjunto de estas caracteristicas se les denomina fenotipo
cromosémico>7; 69,

Cuando el genoma se analiza mediante la citogenética estandar, se encuentran
anomalias en un 40% de los pacientes con RM grave y en 10% de los casos con
RM leve. Estas anomalias pueden ser, entre otras, ganancias de cromosomas
enteros (trisomia), pérdidas o ganancias de cromosomas parciales o de solo
una banda cromosémica (delecion o duplicacion), asi como intercambios de
fragmentos de un cromosoma con otro (translocaciones) de forma
equilibrada®®. Las anormalidades numéricas y estructurales de los cromosomas
son responsables de aproximadamente 4-28% de los casos de RM¢4,

Las causas exdgenas (perinatales, exposicion a teratdgenos, etc) explican un
18.6-44.5% de los RM y las de etiologia genética un 17.4-47.1% ¢5. De los RM
moderados y graves un 8 al 10% serian de etiologia ligada al cromosoma X, lo
que explicaria en parte la mayor proporcion de varones con RM y, de ellos, el
mas frecuente seria el sindrome de X fragil.

Para el RM leve se estima un 30% de los casos con anomalias cromos6micas o
factores ambientales asociados; cuando es moderado a grave, el 30-40% de
ellos tienen anomalia cromosémica o monogénica. En aproximadamente la
mitad de los casos con retraso grave y hasta en el 70% de casos leves no se
tiene un factor etoldgico identificado®e.
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Es importante resaltar que el RM de etiologia multifactorial, por combinacion
de poligenes situados en diferentes cromosomas y factores medioambientales,
es la causa mayoritaria de los RM leves®’. Algunos investigadores han
mencionado como posible causa a las mutaciones de un solo gen, estas pueden
llevar a la desregulacion epigenética, influyendo en la transcripcién o
silenciamiento de otros genes!. Por otro lado, los mecanismos epigenéticos
juegan un papel central en el orden de las funciones del cerebro, influyendo en
la capacidad para modificar, reorganizar y remodelar la plasticidad celular
durante la formacién de memoria y aprendizaje. Varios sindromes bien
conocidos son causados por mecanismos epigenéticos tales como Rett y X-
fragil. En estas y otras condiciones genéticas, asi como en RM asociado a
condiciones ambientales (por ejemplo, desorden del espectro de alcohol fetal,
FASD, o exposiciéon al plomo) se reduce la complejidad dendritica, y se pueden
observar diferencias significativas en el nimero y tipo de morfologia de espinas
dendriticas®8. Otros factores ambientales pueden causar RM, entre estos se
encuentran el parto prematuro y las infecciones prenatalesé+.

Con la apariciébn de técnicas genéticas novedosas, varias aberraciones
cromosoOmicas cripticas nuevas se han descubierto en afos recientes®?, y un
numero consistente de casos con RM, considerados anteriormente como de
causa desconocida, ahora son clasificados como condiciones sindrémicas con
fenotipos clinicos reconocibles’0. Las técnicas de microarreglos de CGH
(hibridaciébn =~ genomica  comparativa) han revelado  aberraciones
submicroscépicas, entre los que se encuentran los reordenamientos cripticos,
en 5-17% de los pacientes con RM con resultados normales por evaluacion
citogenética convencional’!-73. Las plataformas de mayor densidad, tales como
arreglos de polimorfismos de un solo nucledtido (SNP), proporcionan un
aumento en el diagnostico de 6% de los casos evaluados’4.

Varios ejemplos de sindromes identificados por estas técnicas son!:

a. Sindromes de microdeleciones; 1p36, 2q23.1,15q13.3, 16p11.2
b. Sindromes de deleciones: 2q37,17q21.31
c. Sindromes de microduplicaciones: 7q11.3, 22q11.2
En los udltimos 15 afios se han identificado muchos genes individuales que

causan RM, muchos de estos también causan autismo y otros fenotipos
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relacionados con el neurodesarrollo, sin embargo, estos no explican el total de
casos presentes, ya que aproximadamente el 50% de ellos siguen siendo de
causa desconocida por los tanto son denominados como retraso mental
idiopatico (RMI). En estos casos, se presupone que pueden ser el resultado de la
combinacion de factores multigénicos y ambientales?, por lo que es necesario
realizar estudios para buscar cuales son las posibles alteraciones a nivel
molecular.

Las alteraciones en el procesamiento, transporte y regulacion de RNAs
mensajeros (mRNAs) durante el neurodesarrollo se han asociado con el
desarrollo de diversas patologias, incluyendo el RM. Dichas alteraciones
pueden afectar entre otras cosas al crecimiento y maduracién de las conexiones
intraneuronales>875 76, Por lo tanto, las moléculas relacionadas con la
regulacion de la expresion de los mRNAs a su vez pueden representar un factor
etioldgico. Dentro de las moléculas que regulan la expresién de genes se
encuentran los microRNAs (miRNAs).

Son muchos los estudios que se han enfocado al andlisis del efecto de los
miRNAs sobre la expresion de los mRNAs en patologias que cursan con RM. Sin
embargo, hasta el momento no habia estudios en donde se analizara el papel de
los miRNAs en RML.

1.2.2. Retraso mental y su relacion con microRNAs

Los miRNAs son moléculas pequeias, de aproximadamente 17-25 nucleétidos,
y evolutivamente conservadas que forman parte de una clase de RNAs
pequefios no codificantes. El primer microRNA descrito fue lin-4 que regula los
diferentes estadios del desarrollo de la larva C. elegans’’. Desde entonces un
gran numero de microRNAs has sido identificados en el genoma de varias
especies  incluyendo la humana, y el nUimero de microRNAs sigue
incrementando debido a los esfuerzos proporcionados por la biologia
molecular y la predicciéon bioinformatica’8. Estas moléculas se producen a
partir de un transcrito primario (pri-microRNA) y, una vez que se procesan se
produce un microRNA maduro (Figura 7), y actdan como potentes
silenciadores de la expresion de genes. Debido a que se unen por apareamiento
de su secuencia “semilla” (secuencia de 2-8 nucle6tidos) a sus RNA mensajeros
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blanco, generalmente en la regién 3" no traducible, se bloquea la sintesis de
proteinas por desestabilizacién del mRNA y represion traduccional.60: 79: 80,

Varios trabajos independientes predicen que 20-30% de los genes humanos
son regulados por microRNAs8!, pero una prediccion de blancos basada en
algoritmos aumenta esta estimaciéon considerablemente a 74-92%%82. La
capacidad de los microRNAs para influir en complejas redes y vias genéticas
basicas del neurodesarrollo, sugiere que su desregulacion puede contribuir a la
base genética del RM.

Teniendo en cuenta que 70% de los miRNAs se expresan en cerebro®3, y que
tienen funciones en el desarrollo neuroldgico, neurotransmision, plasticidad
sindptica y crecimiento de neuritas, seguramente son moléculas que podrian
representar un factor etioldgico en comun de los casos de RM.

Los microRNAs estan involucrados en todas las etapas del neurodesarrollo
(figura 8) y su importancia se hizo evidente desde que la eliminacién de la
maquinaria esencial para su procesamiento y maduracion, la proteina Dicer,
que tuvo como consecuencia defectos criticos en la morfologia general del SNC
como SNP y un deterioro en la diferenciacion neuronal en pez cebras.
Posteriormente, De Pietri Tonelli y colaboradores evaluaron la ausencia de
esta proteina en el neocortex murino durante el desarrollo, y encontraron que
el cortex postnatal disminuy6 en tamafio debido al incremento de la apoptosis
neuronal y un déficit en la estratificacion cortical asociado con un deterioro en
la diferenciacidon neuronal, aunque no se observé influencia en procesos como
diferenciacion temprana, proliferacion o progresion del ciclo celular8s. También
se ha visto que la eliminacion de Dicer influye negativamente en la
sobrevivencia de CMNs corticales de ratén en varias etapas tempranas del
desarrollo, ademas de defectos en el proceso de diferenciacion8é. También la
eliminacién de DGCRS8, que participa en el procesamiento del pri-microRNA
para pasar a pre-microRNA, tiene consecuencias negativas como
anormalidades morfolédgicas en el SNC y déficits en el aprendizaje dependiente
de la memoria espacial en ratones. A nivel celular, se observaron alteraciones
en el desarrollo dendritico con una deficiencia en la complejidad final de la
arborizacion®’. En modelos animales de Knockout en ratén y Drosophila
melanogaster del gen FMR1, que se relaciona directamente con RM en el
sindrome de X-fragil, se ha observado un aberrante desarrollo del sistema
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nervioso a nivel sindptico88, y se ha propuesto que este efecto es debido a la

interacciéon de este gen con Dicer y con componentes del complejo RISC#.
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Figura 7. Biogénesis candnica y no canénica de los miRNAs. La biogénesis de miRNAs intergénicos
(1) inicia con la transcripcion de genes de miRNAs por la RNA polimerasa Il para generar transcritos
largos conocidos como micro-RNAs primarios (pri-miRNAs) que son procesados (2) por el complejo
microprocesador formado por Drosha y DGCR8 en el nicleo y de esta manera es generado el miRNA
precursor (pre-miRNA). Por otro lado, los miRNAs intragénicos son (1) transcritos como parte de los
mRNAs de sus genes de codificacién que son sometidos a splicing y se produce un mirtron que contiene
la secuencia madura del miRNA. Después de eso, gracias a la proteina LDBR se genera el pre-miRNA. En
este punto ambas vias toman un curso en comun en la que (3) los pre-miRNAs son transportados al
citosol por exportina-5, y son procesados por la RNasa tipo III Dicer (4). A continuacidn, se genera un
duplex de miRNA, de los cuales el complejo RISC (complejo de silenciamiento inducido por RNA) solo
recluta a una de las cadenas, el miRNA maduro y se forma el miRISC (6). El miRNA se guia por RISC a su
mRNA diana y se une a su extremo 3’ UTR por complementariedad de secuencia (7). Por ultimo, el
miRNA maduro regula negativamente la expresiéon de sus genes diana ya sea por la degradaciéon del
mRNA o por la inhibicién de la traduccién (8). Tomada de Meza-Sosa K., et al. 2014.

Los problemas en el neurodesarrollo desde la induccién neural pueden llevar a
la formacion de conexiones sindpticas deficientes o aberrantes. En vertebrados,
la proteina morfogénica 6sea (BMP) actda como sefial para la adquisicién de la
epidermis, y la inhibicién de la via de sefializacién de BMP en el ectodermo
confiere la induccion neural®0. ZEB (factor de transcripcién de dedos de zinc y
union a cajas E) es una familia de factores de transcripcion que reprime la
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expresion de BMP, facilitando la induccion de la placa neural®l. En ese contexto,
se han identificado dos familias de miRNAs, miR-200 y miR-96, en la induccién
neural de células madre embrionarias humanas. Se ha identificado y
comprobado experimentalmente que ZEB es blanco de miR-200, y PAX6 (otro
factor de transcripcidn clave para la especificacion del ectodermo humano) es
blanco de miR-96%2. Por otro lado, la familia de let-7, que se compone de 8
miembros en humanos, se caracteriza por la regulacion negativa que ejerce
sobre diferentes genes diana implicados en el control del ciclo celular como la
ciclina D1 y el receptor nuclear TLX en CMNs?3. miR-124 también es uno de los
miRNAs mas enriquecidos en el SNC, su expresion inicia durante la transiciéon
de CMNs a CPNs?4, tiene como blanco a Sox9, Scp1, Ptbp1 y Jagl en raton, todos
estos mRNAs blanco implicados en induccién neural?95-9,

Por otro lado, miR-9 es un microRNA especifico de cerebro en roedores, con
una expresion importante en precursores neurales. Es uno de los miRNAs con
mas funciones dentro de las etapas del desarrollo del SNC. Su sobre-expresion
en el cerebro murino en desarrollo altera la migracion y proliferacion de
precursores neurales, induciendo una diferenciaciéon prematura 9. Este miRNA
tiene 3 diferentes isoformas miR-9 (1, 2 y 3) en diferentes regiones durante el
desarrollo. La sobre-expresion de miR-9-2 en el cortex cerebral induce una
prematura diferenciacion neural. Los investigadores sugieren que la regulacion
transcripcional mediada por miR-9-2 y 9-3 involucra la sub-expresion de varios
factores de transcripcion, tales como FoxG1, Elavl2, Gsh2, Nr2el y Pax6, y la
utilizacién de varios mecanismos8°. En otro estudio se observd que la sobre-
expresion de miR-9 y miR-124 en fibroblastos humanos resulta en la
transformacion a un fenotipo neuronal, en conjunto con factores de
transcripcion neurogénicos, como NeuroD2, ASCL1 o MYTI1L, con los que se
potencia la transformacién, pero la sobre-expresién de los factores de
transcripcion solos no induce el fenotipo neural09,
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Figura 8. miRNAs destacados en el desarrollo del sistema nervioso central. Tomada y adaptada de
Motti, D., et al. 2012.

En cuanto al proceso de proliferacion de células madre neurales y células
progenitoras neurales, tres miRNAs se han relacionado directamente, miR-134,
miR-25 y miR-137. El primero pertenece a la familia miR-379-410 y es un
potente inductor de la diferenciacion de células madre embrionarias0l, su
expresion aumenta en células embrionarias de raton tratadas con acido
retinoico, a favor de la diferenciacién a linajes ectodérmicos incluyendo células
neuronales regulando directamente la expresion de factores de pluripotencia
como NANOG, SOX2 y OCT4 en combinacién con miR-296 y miR-47010Z2, miR-
137 también promueve la proliferacién de células madre neurales in vivo e in
vitro193, Varios estudios han identificado a CDC42 y CDK6 como genes diana
directos de miR-137, y su silenciamiento post-transcripcional se asocia con la
induccion de la detencién del ciclo celular en G1 que resulta en la diferenciacion
neuronal de las células madre neurales04 Por otro lado, miR-25 forma parte
del cluster miR-106-24 que se encuentra en el intrén trece del gen codificante
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de la proteina Mcm7, miembro de una familia de helicasas de DNA requerido
para el proceso de replicaciéon. Se ha visto que la sobre-expresion de miR-25
promueve la proliferacion de las células madre neurales y progenitores
neurales en ratones adultos!05. Este efecto puede ser por la regulacion directa
del inhibidor del ciclo celular p5710¢.

Adicionalmente, miR-9 participa de varios procesos del desarrollo del SNC,
incluido el proceso de migracién de células neurales. La inhibicion de la
expresion de este miRNA suprime la proliferacién pero promueve la migraciéon
de células progenitoras neurales humanas. Se demostré experimentalmente
que el blanco clave de miR-9 en este mecanismo produce la proteina histamina,
que incrementa la inestabilidad de los microtibulos!07. Por otro lado, miR-134
también participa en la migracion, reduciéndola in vitro e in vivo dependiente
de Doblecortina (Dcx)19l.  También los miembros del cluster miR-379-410
(miR-369-3p, miR-496 y miR-543) participan tanto en el control de la
proliferacion y diferenciacion de las células de la glia radial, y la migracién de
las neuronas corticales por reducir los niveles de N-cadherina en el neocortex
en desarrollo198. Otro cluster que participa en la diferenciacion es el miR-106b-
25 (incluye miR-106b, miR-93 y miR-25)105. Este efecto es por su union a
FOX03, un miembro de la familia de factores de transcripcién FOXO, regulando
parte de la via insulina/IGF-FoxO que tiene importantes implicaciones en la
homeostasis del reservorio de células madre neurales durante la vida10s.

En cuanto al proceso de diferenciacion especificamente, miR-128 se ha visto
fuertemente expresado en neuronas maduras y es dificilmente detectado en
células madre embrionarias, lo que sugiere una participacién importante en
dicho proceso!%. miR-9 al inhibir la proliferacién de CMNs promueve la
diferenciacion a través de la regulacion del receptor nuclear TLX.

Una vez que las neuronas se han diferenciado inicia el proceso de guia axonal
para establecer conexiones sinapticas, y ya se han reportado miRNAs
implicados en dicho proceso!10; 111, Esta bien documentado que miR-9 regula la
guia de axones en el tracto talamocortical y el corticofugalll2. Presuntivamente
es debido a la regulacion sobre islet-1 y Meis2 (blancos predichos para miR-9)
que se sobre-expresan cuando miR-9 se encuentra ausente. El mecanismo
implicado aun no esta claro!!2. Baudet y colaboradores encontraron que miR-
124 afecta las proyecciones axonales de RGCs (células ganglionares de la retina,
usadas como modelo para estudiar la navegacion axonal) de Xenopus laevis y
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propusieron que regula la repulsién por Sema3A. miR-124 indirectamente
promueve la expresion de Neuropilina-1, un receptor de Sema3A, en el cono de
crecimiento!13. lin-4 ejerciendo su funcion de represion post-transcripcional
sobre el factor de transcripcion LIN-14 elimina por completo la sensibilidad del
cono de crecimiento a Netrinall4.

miR-134 también se ha relacionado con el desarrollo de los espinas
dendriticas!15, Este miRNA se localizé en el compartimento sinapto-dendritico
de neuronas hipocampales de rata y se observd que regula negativamente el
tamafio de las espinas dendriticas en la transmision sindptica excitatoria. Este
efecto es mediado por la inhibicion de la traduccion de Limk1, una proteina
cinasa que controla el desarrollo de las espinas dendriticas.

Existen algunos miRNAs caracteristicos que se han identificado en sindromes
relacionados al neurodesarrollo y retraso mentallle, En el sindrome de
Williams, que tiene un perfil neurocognitivo que incluye retraso mental, se
identificaron catorce miRNAs con expresion diferencial, y tres sin expresion en
pacientes (let-7f-2*, let-7g* y miR-206). De los miRNAs con expresion
diferencial destacan miR-125b, let-7c y miR-200c, que se encuentran sobre-
expresados y tienen relacion con el proceso de diferenciacion neuralll?, El
primero, se ha asociado con el desarrollo y regulaciéon del crecimiento de
extensiones neurales, se ha asociado también con sindrome de Down y
sindrome de X-fragil, ambos tienen como caracteristica en comun el retraso
mental. miR-132 ha sido identificado como caracteristico del sindrome de X-
fragil, asociado a la proteina Fmrp, afectando la morfologia neuronal y
afectando la fuerza sinapticall8, También miR-19b, miR-302b* y miR-323-3p se
han asociado a este sindrome por represiéon de la expresion de la proteina
Fmr1119,

En sindrome de Down, causado por una trisomia del cromosoma 21, se han
implicado 5 miRNAs hasta el momento (miR-155, miR-802, miR-125, let-7c y
miR-99a)120, Todos estos miRNAs provienen del cromosoma 21, lo que causa su
sobre-expresion y puede contribuir al desarrollo neurolégico defectuoso de
individuos con este sindrome. Se ha demostrado experimentalmente que
MeCP2, CFH y PICALM son blanco de miR-155121, TLP7 de let-7c, TGF-B de miR-
99at22y MeCP2 también es blanco de miR-802.
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1.3. Neuroepitelio olfatorio como modelo experimental

Uno de los dogmas fundamentales mantenido en las neurociencias hasta el siglo
pasado sostenia que la regeneracidn del sistema nervioso no puede ocurrir en
etapas de la vida adulta. Sin embargo, a partir de los trabajos de Joseph Altman
en la década de los sesenta utilizando técnicas para marcar células en division,
se demostré claramente que la neurogénesis no se limita al desarrollo
embrionario y que continua en regiones especificas con una tasa elevada en la
vida adultalz3. En la actualidad esas regiones son consideradas como “nichos
neurogénicos” y se conocen tres: la zona subventricular (ZSV) del ventriculo
lateral, la zona subgranular (ZSG) del giro de dentado del hipocampo y el
Neuroepitelio olfatorio (NEO)124, Estos nichos neurogénicos poseen
caracteristicas anatdmicas e histolégicas que son esenciales, tanto para el
mantenimiento como para la regulacién de la neurogénesis. Entre estas cabe
destacar el hecho de que las CPNs estén proximas a los capilares y los
astrocitos, los que les proporciona caracteristicas especiales que permiten la
generacion de nuevas células!?s. Los capilares sanguineos aportan un soporte
nutritivo y metabdlico, por lo que se cree que existe una estrecha relaciéon entre
la regulacion de los procesos de neurogénesis y de angiogénesis126, Por otro
lado, los astrocitos cumplen un papel esencial para la formaciéon del nicho
neurogénico, de modo que se ha comprobado que son capaces de controlar
multiples pasos de la neurogénesis adultal??

La zona ventricular (SVZ) y la capa subgranular (ZSG) del giro dentado de
hipocampo son las areas que poseen actividad neurogénica en el cerebro
adulto!?8, La primera representa un remanente del neuroepitelio germinal
embrionario, que persiste a través de la vida como una capa mitética activa en
la pared del ventriculo lateral telencefalico y a lo largo de la extension rostral
hacia el bulbo olfatorio; estas nuevas neuronas generadas migran a través de la
via rostral migratoria hacia el bulbo olfatorio, donde se diferencian a dos tipos
de interneuronas: las células granulares y las células periglomerulares. Un
cambio completo de poblaciéon de células progenitoras neurales se produce
cada 12 a 28 dias en la SVZ128, Por otro lado, las CPNs producidas en la ZSG dan
origen a células gliales y neuronas en la capa granular del giro dentado. Las
células troncales de esta zona son un tipo especifico de astrocitos denominados
astrocitos radiales, y daran origen a los primeros precursores intermedios, que
a su vez, originan las nuevas neuronas granulares. Contrariamente a lo que
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sucede con las neuronas generadas en la ZSV, las nuevas neuronas de la ZSG se
desplazan en distancias cortas dentro de la capa de células granulares?28,

Después del conocimiento de estas dos regiones, se encontr6 el tercer nicho
neurogénico, el neuroepitelio olfatorio (NEO), es la placa mas superficial de la
mucosa olfatorial29-131, Se caracteriza por generar neuronas activamente a lo
largo de la edad adulta, en una tasa que excede con mucho la neurogénesis de la
ZSV y la de la ZSG del giro dentado!29, Esta situado en la cavidad nasal en la
placa cribiforme, y en las regiones media y superior del cornete. Es un epitelio
sencillo pseudoestratificado que consta principalmente de neuronas
sensoriales olfatorias, células sustentaculares apicales, glandulas de secrecidn
mucosa especializadas (“glandulas de Bowman”), células de microvillosas y
CMNs132, Las células basales horizontales (CBHs) y células globosas basales
(CGBs) son consideradas como CMNs en el compartimento basal de del epitelio
olfatoriol3z 133, En condiciones definidas, CBHs pueden generar multiples
células de linaje neural y glial in vitro133. Las células CGBs estan situadas en el
epitelio olfatorio basal entre las CBHs y las neuronas sensoriales olfatoria
inmaduras!34 (Figura 9).

Por mucho tiempo se habia propuesto solo la placoda olfatoria como fuente de
las CPNs del epitelio olfatorio. Se sabe que esta estructura embrionaria
derivada del ectodermo da origen a todas las células del epitelio olfatorio junto
con las células de la cresta neural craneal. La placoda olfatoria produce
neuronas sensoriales olfatorias y células de soporte del epitelio olfatorio,
mientras que las células de la cresta neural producen elementos estructurales
de la nariz13s. La placoda olfatoria ha sido descrita como una de las placodas
mas versatiles, siendo Unica en su capacidad para originar células gliales y
CPNs capaces de generar todo tipo de células diferenciadas del NEO a lo largo
de la vida. Sin embargo, recientemente se reporté que las CPNs tienen un
origen dual, tanto de la placoda olfatoria como de las células de la cresta
neural.135

En la mayoria de los trabajos donde se usan CPNs de epitelio olfatorio, las
muestras son obtenidas por biopsias post mortem o bajo anestesia en
humanos. Sin embargo, Benitez King y colaboradores recientemente
reportaron que las CPNs del NEO se pueden obtener también por un método
semi-invasivo gracias a su accesibilidad desde su localizacién en la cavidad
nasal. Este método consiste en la exfoliacion de la zona media y superior del
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cornete nasal, y debido a su capacidad de regeneracién, se permite la toma de
muestra sin dafio duradero en el individuo!36, Jiménez-Vaca y colaboradores,
mostraron que las células extraidas por este método, al ponerse en un medio
selectivo que incluya factores mitogénicos como EGF y FGF, generan colonias
esféricas de células altamente proliferativas que contienen proporciones
variables de CPNs denominadas neuroesferas!36-138, Estas células se pueden
mantener por semanas con caracteristicas de CPNs, demostrado por seguir
siendo positivas para marcadores como Nestina, Musashi, Sox2 y GFAP y -
Tubulinalll. Las neuroesferas también conservan su capacidad de sufrir
procesos propios de las etapas iniciales del neurodesarrollo, como Ila
neuritogénesis, induciendo la diferenciacién en un cultivo sin factores de
crecimientol38,

En estudios de enfermedades como sindrome de X-fragil, sindrome de Rett,
Alzheimer y esquizofrenia se han observado que las neuroesferas derivadas del
NEO presentan alteraciones especificas de la enfermedad?36: 139 140, e incluso ya
se ha propuesto como método para el diagnostico definitivo de enfermedades
como Alzheimer41,

Debido que los precursores neurales del NEO conservan su capacidad de
proliferar, y que poseen la informacion genética y epigenética necesaria para
generar células neurales, representan un modelo ideal para conocer ciertos
aspectos del neurodesarrollo humano tanto en condiciones normales como
patolégicas, como el RM.
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Lumen de la cavidad nasal

__ Cilio olfatorio

Célula de soporte -»
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i Terminacidn axdnica
Glandula de Bowman

Lamina propia

Figura 9. Epitelio olfatorio. La mucosa olfativa esta dividida en epitelio y ldmina propia, separadas
por una membrana basal. Las neuronas sensoriales en el epitelio envian una dendrita a la superficie
apical donde sus cilios se extienden hacia el moco alineando el lumen de la cavidad nasal. Los axones
sensoriales entran en la lamina propia, donde se relinen en conjunto rodeadas de células olfatorias. Las
glandulas de Bowman son glandulas especializadas de la mucosa olfativa situadas en la ldmina propia.
La mayor parte de la superficie luminal estd compuesta por células de soporte, cubiertas por
microvellosidades, cuyos extremos se extienden a la membrana basal. Las células basales horizontales,
las células madre neurales, se encuentran adyacentes a la membrana basal. Las células globosas
basales, un precursor multipotente, migran fuera de la membrana basal y da lugar a la neurona
sensorial. Tomado y modificado de Mackay-Sim, A., 2010.

1.3.1. Células Progenitoras Neurales (CPNs)

Las células madre o “stem” neurales (CMNs) se definen como células con
capacidad de autorrenovarse indefinidamente (aunque en sentido absoluto no
pueda ser probado) y multipotentes, con el potencial de diferenciarse a
fenotipos celulares maduros, neuronas y dos tipo de células gliales, astrocitos y
oligodendrocitos!34. A diferencia de éstas, las células progenitoras neurales
(CPNs) tienen la capacidad de autorrenovacién y expansiéon mas limitada, y
tienen potencialidad para diferenciarse a pocos tipos neurales, a veces
unipotentes (Tabla 1)142, El estado que permite a las NCS en los tejidos adultos
mantener el potencial de autorrenovarse constantemente, aunque no sean
células proliferativas in vivo, es en cierto modo un estado de “resistencia” a
progresar a células diferenciadas42. Ademas de sus caracteristicas intrinsecas,
serian las caracteristicas del nicho en el que residen, las que hacen a las células
madre mantener accesibilidad transcripcional a una bateria de genes; ello
permite a las NCS retener su potencialidad de generar progenie con
caracteristicas diferenciadas!43. En el proceso de diferenciacion progresiva hay
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una reprogramacion de multiples genes que se reprimen, en tanto que muchos
otros se activanl42,

Entre las NCS y CPN hay solapamiento de expresion de genes, como ocurre con
la nestina (proteina del filamento que se ha identificado por ser un marcador de
células “stem” del SNC)!44, pero pueden ser distinguidos por la diferente
sefializacion en la ruta de Notch (ruta de sefializaciéon durante la diferenciaciéon
celular) y, como se ha mencionado, por algunas caracteristicas funcionales42
(Tabla 1). Los marcadores universales de células consideradas como CMNs
incluyen un numero de factores de transcripcion miembros de las familias de
genes SOX, PAX, HES y FABP, que a su vez son miembros de las vias de
sefializacion Notch y Wnt, proteinas de unién a RNA como Musashil y
Musashi2, la proteina de filamentos intermedios Nestina y otros. La expresion
de la mayoria de estos marcadores es activada durante las fases iniciales de la
induccion neural y mantienen las poblaciones celulares como células
madre/progenitoras a lo largo del desarrollo4s. Por otra parte, las poblaciones
de células que tienen la capacidad de proliferar en el SNC adulto comparte la
expresion de varios de estos marcadores universales, incluyendo Nestina,
Notch1, Sox1-3, y Musashi, elevando la posibilidad de que las moléculas
involucradas en la consolidacion del destino neural durante la induccién
primaria neural también juega un papel importante en la neurogénesis
adultal4s,

Tabla 1. Resumen de las caracteristicas funcionales que distinguen a las CMNs de las CPNs.
Tomada de Real Academia Nacional de Farmacia, 2009.
Caracteristica Células Madre Neurales Células Progenitoras Neurales
Autorrenovacién in vivo Ilimitada: durante toda la Limitada; transitoria

vida del organismo

Autorrenovacion in [limitada; maximo nimero No llega al ndmero maximo de
vitro de duplicaciones duplicaciones celulares antes de
transformarse.

Potencialidad Multipotentes para generar Generalmente bi o unipotentes
neuronas, astrocitos y
oligodendrocitos

Mantenimiento de la Si No

Autorrenovacién y la

Multipotencialidad
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2. ANTECEDENTES

A pesar de todos los estudios realizados hasta la fecha para tratar de explicar la
etiologia del retraso mental, un gran porcentaje de casos sigue siendo de
causas desconocidas (aproximadamente un 50%), por lo que es necesario
encontrar alteraciones que tengan en comun estos pacientes a nivel molecular.
Dentro de los factores biolégicos que se relacionan con el RM estan las
alteraciones en el procesamiento, transporte y regulacion de RNAs mensajeros
(mRNAs) durante el neurodesarrollo. Dichas alteraciones pueden afectar entre
otras cosas al crecimiento y maduracién de las conexiones intraneuronales5875;
76, Por lo tanto, las moléculas relacionadas con la regulacion de los mRNAs a su
vez pueden representar un factor etiologico. Dentro de las moléculas que
regulan la expresion de genes se encuentran los microRNAs (miRNAs).

Por otro lado, los cultivos de células progenitoras neurales (CPNs) representan
un modelo ideal para conocer aspectos del neurodesarrollo en condiciones
normales y patologicas, y un nicho accesible para su obtencién es el
neuroepitelio olfatorio (NEO). En nuestro grupo de trabajo se obtuvieron
muestras de CNPs de NEO de pacientes con retraso mental idiopatico (RMI) y
se mantuvieron en cultivos en suspension en forma de neuroesferas (Figura
10). Se realiz6 su caracterizacion por medio de inmunofluorescencia con
marcadores para células madre/progenitoras neurales entre ellos, Nestina (una
clase de proteinas de filamentos intermedios que se expresa en CMNs pero no
en células maduras del SNC), SOX2 (factor de transcripcién expresado en
células inmaduras e indiferenciadas del epitelio neural de todo el SNC) , B-
Tubulina III (se ha sugerido como uno de los primeros marcadores para indicar
el compromiso neural en neuroepitelio primitivo) y Musashi 1(proteina de
uniéon a RNA altamente expresada en células progenitoras neurales
multipotentes y disminuye durante la diferenciacion) (Figura 11). A partir de
estos cultivos celulares se determiné el perfil de expresiéon de microRNAs,
indicando que 20 microRNAs presentan un cambio significativo en su expresion
(Tabla 2), donde miR-25 presento el valor de expresion mas alto, estando 140
veces mas expresado en comparacién con los controles.
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Figura 10. Neuroesferas observadas en microscopio convencional

miR-25 forma parte del clister miR-106~25, que incluye a miR-106b, miR-93 y
miR-25. Los tres miembros del cluster surgen a partir del intrén nimero 13 del
gen MCM7, gen que juega un papel fundamental en la transicién de la fase G1/S
del ciclo celular, orquestando el correcto montaje de las horquillas de
replicacion de ADN cromosOmico y asegurando que todo el cromosoma se
replique una vez y no mas en cada ciclo celular. Petrocca y colaboradores
encontraron que el cluster se activa por E2F1 y se encuentra sobre-expresado
en adenocarcinomas humanos, altera la respuesta de células de cancer gastrico
a TGF-B por interferir con la sintesis de p21 y BIM, lo que afecta tanto la
detencidn del ciclo celular como la apoptosis!47.

ALEXA = SOX2 FITC = TUBULINA
Cel. madre/progenitoras neurales Células neurales
ALEXA = MUSASHI FITC = NESTINA
Cel. madre/progenitoras neurales Cel. madre neurales

Figura 11. Inmunofluorescencias de neuroesferas con marcadores para células
madre/progenitoras neurales.
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Dentro del neurodesarrollo, miR-25 se encuentra asociado a los procesos de
proliferacion y diferenciacion de células madre/progenitoras neuraless®. Se ha
visto que en cultivos primarios de células madre/progenitoras neurales de
ratones adultos, el cluster miR-106~25 promueve su proliferacion, y su sobre-
expresion en estas células induce la diferenciacidn, dirigiéndola principalmente
hacia el linaje neuronal. Este efecto puede ser por la regulaciéon directa de
Fox03, proteina importante para la auto-renovacién de CMNs, proliferacion y
diferenciacionl05, o de p57148.

Tabla 2. microRNAs sobre-expresados significativamente en pacientes con RMI

MicroRNA Expresion Relativa Valor P
(método 2-2ACT)

hsa-miR-135a* 4.1224 0.0427
hsa-miR-31 11.8506 0.0021
hsa-miR-29a 12.6953 0.0496
hsa-miR-24 12.7907 0.0232
hsa-miR-28-3p 12.8147 0.033
hsa-miR-597 13.6504 0.0104
hsa-let-7d 16.504 0.0479
hsa-miR-324-5p 16.5526 0.0305
hsa-miR-138-1* 19.3793 0.0019
hsa-miR-17 33.4562 0.0439
hsa-miR-27b 36.0434 0.0055
hsa-miR-93 39.4052 0.0303
hsa-miR-19b 39.7081 0.037
hsa-miR-27a 52.7797 0.0035
hsa-miR-30c 57.4483 0.019
hsa-miR-9 57.7667 0.0239
hsa-miR-32 66.4765 0.0365
hsa-let-7c 71.6983 0.0383
hsa-miR-15b 72.1725 0.0402
hsa-miR-25 | 140.393 0.0378

En base a lo anterior, resulta de suma importancia realizar un estudio en el
cual se analicen las modificaciones en la expresion de los mRNAs blanco de
miR-25 a fin de realizar la correlaciéon entre ambos y definir el posible efecto
de estas variaciones en el retraso mental idiopatico.
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3. OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis ha sido determinar el perfil de expresién de
los mRNAs blanco de miR-25, y analizar sus alteraciones en células
progenitoras neurales derivadas de neuroepitelio olfatorio de pacientes con
retraso mental idiopatico.

Para lograrlo se cumplieron los siguientes objetivos especificos:

» Obtener el perfil de expresion de mRNAs de células progenitoras
neurales derivadas del neuroepitelio olfatorio de controles vy
pacientes con retraso mental idiopatico.

» Analizar y correlacionar las alteraciones en el perfil de expresiéon de
los controles y de los pacientes con retraso mental idiopatico para

seleccionar aquellos que presenten variaciones significativas.

« Validar las variaciones en la expresion del mRNA seleccionado
mediante ensayos de PCR en tiempo real.

» Validar la correlacién expresion especifica entre miR-25 y el mRNA
seleccionado mediante ensayos funcionales de sobre-expresion.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Materiales

4.1.1.Pacientes

Individuos diagnosticados con retraso mental idiopatico por la unidad médica
de genética del hospital de pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI
seglin el DSM-1V (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders).

Criterios de inclusién
e Tener entre 6 y 15 afios de edad

e Haber obtenido un puntaje menor de 70 en las pruebas de coeficiente
intelectual (test de inteligencia de Wechsler).

e Que los padres o tutores firmen la carta de consentimiento informado
para participar en el estudio.

¢ Que el cultivo de CPNs haya sido suficiente para los ensayos

4.1.2. Controles
Criterios de inclusion
e Individuos sanos de entre 6 y 15 afios de edad

e Haber obtenido un puntaje mayor de 70 en las pruebas de coeficiente
intelectual (test de inteligencia de Wechsler)

¢ Que los padres o tutores firmen la carta de consentimiento informado
para participar en el estudio.

¢ Que el cultivo de CPNs haya sido suficiente para los ensayos
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4.1.3.Muestra Neuroepitelio Olfatorio

Se obtuvo muestra de Neuroepitelio Olfatorio por exfoliacién de la regién
lateral anterior media del cornete nasal segin método reportado por Benitez-
King13¢ de 8 pacientes diagnosticados con Retraso Mental Idiopatico y 8
controles sanos.

4.2. Métodos

4.2.1. Cultivo de Células Progenitoras Neurales (CPNs)

Las células obtenidas por el exfoliado nasal fueron colocadas en un medio
DMEMF/12 suplementado con 30% de Glucosa, 0.1% de 1,4-Diaminobutane
dihydro-chloride, 1X de Progesterona, 1.0M Hepes Buffer, 1% de suplemento
B27, 0.5 mg de Factor de Crecimiento de Fibroblastos, 0.5mg de Factor de
Crecimiento Epidermal, 0.1mg de Insulin-Transferrin-Suplemento de Selenito
de Sodio y 25 mg de Heparina) e incubadas a 37°C con 5% de CO2. A las
neuroesferas obtenidas se les hizo cambio de medio cada tercer dia y se
cultivaron por dos semanas.

4.2.2. Extraccion de RNA

La obtencion del RNA total se realizé a partir de 2.0x106 células y mediante
el método de Trizol. Al tubo se le agregaron 500ul de Trizol, se agitd y se incub6
por 5 minutos. Se agregaron 200ul de cloroformo y se incub6 por 5 minutos. Se
centrifugo a 12000 xg por 15 minutos a 4°C. Se separ¢ la fase acuosa y se
agregaron 500pl de isopropanol, se incubo por 10 minutos y se centrifugo a
12000 x g por 10 minutos a 4°C. Se removio el sobrenadante y la pastilla se lavo
dos veces con 1ml de etanol al 75%, centrifugando a 7500 xg durante 5 minutos
a 4°C. Se elimind el sobrenadante y se dejo secar la pastilla. La pastilla se
reconstituyo en 40ul de agua DEPC.

Una vez obtenido el RNA se cuantificé y se determin6 su pureza por medio de
espectrometro (nanodrop), realizando la lectura de absorbancia de 260nm y
280nm.
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4.2.3. Obtencion del perfil de expresion de mRNAs

El perfil de expresion se obtuvo mediante microarreglos de expresién usando
el GeneChip® Human Genome U133A 2.0 Array de Affymetrix. Pertenecen a la
generacion de chips 3'IVT (In Vitro Transcription), designados con este
nombre porque el ensayo empleado en el marcaje de la muestra previo a su
hibridacién en el chip, se basa en la transcripcién in vitro que utiliza un
cebador que aparea con la cola Poly-A, ubicada en el extremo 3’'UTR del mRNA.
Este ensayo proporciona finalmente un cRNA con orientacion antisentido
(secuencia complementaria al mRNA). La cadena de 25 nucleétidos
sintetizada in situ (probe) posteriormente seran hibridados con diversos
fragmentos de cDNA marcados. Es posible analizar el nivel de expresiéon de 18
400 transcritos y sus variantes, incluyendo 14 500 genes humanos bien
caracterizados, utilizando para ello mas de 28 867 grupos de sondas y 500 000
oligonucledtidos distintos.

La preparacion, marcaje, hibridacién del RNA, lavados, revelado y escaneado
de la sefial se realizod segun las especificaciones del fabricante. Para cada
muestra se marcaron 2 pg de RNA con biotina-dUTP mediante el kit de
marcaje en un ciclo de Affymetrix. El cRNA biotinilado se hibridé en el chip.
Las imagenes crudas fueron capturadas y el procesamiento de los resultados
se realizé utilizando el software Expression Console®, los datos de los
microarreglos fueron normalizados y se procedié a la detecciéon de los genes
diferencialmente expresados mediante el uso de diferentes paquetes
contenidos en el programa Bioconductor de R (analisis secundario). Los genes
que presentaron expresion diferencial fueron filtrados de acuerdo con valores
p<0.05.

4.2.4. Seleccion de genes con expresion diferencial

La seleccion de genes diferencialmente expresados se hizo tomando en cuenta
tanto el valor de p (p<0.05, para la significancia estadistica) y el fold-change
que se define como un cociente entre el nivel de expresion de una muestra
objeto, respecto al valor de expresion en una muestra tomada como referencia
(numero de veces en que se incrementa o disminuye la expresion). Con
respecto al valor de fold change solo se tomaron en cuenta genes que tuvieran
valores mayores de 0.26 o menores a -0.26, para los genes sobre y sub-
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expresados respectivamente con respecto a los controles, esto con el fin de que
dicha expresién se pueda validar por qRT-PCR.

4.2.5. Seleccion de genes por funcion en el SNC y neurodesarrollo

Se realiz6 la busqueda de alguna relacion de los genes con expresién diferencial
y alguna funciéon en el SNC mediante el empleo de la base de datos DAVID
(http://david,abcc.ncifcrf.gov/) que permite realizar la anotacién, clasificacion

y agrupacion funcional de cada gen, ademds de determinar las rutas de
sefializacion y regulacion en las que estan involucrados.

4.2.6. Prediccion in silico de genes diana de miR-25

Para identificar si alguno de estos genes es blanco de miR-25, se hizo la
busqueda de un posible alineamiento in silico de la secuencia de cada uno de los
genes con la del miRNA maduro en la pagina www.microrna.org. Esta

herramienta bioinformatica nos permite ver el alineamiento de la region 3’ UTR
de los genes con los microRNAs que pudieran alinear y el numero de
nucleétidos con los que alinea. Asi mismo, se realiz6 el alineamiento de cada
uno de estos genes con los demas microRNAs que habian mostrado cambios en
su expresién para hacer una correlacion completa in silico de los miRNAs
sobre-expresados con los mRNAs sub-expresados, aunque en este proyecto,
solo se valido experimentalmente la correlacion de miR-25 con un mRNA
blanco. Se selecciono el gen blanco que alinee con mas nucledtidos y en mayor
numero de veces con miR-25 a lo largo de su region 3’ UTR.

4.2.7. Validacion de la expresion de ROB02

Para corroborar los datos de expresion del microarreglo del gen diana
seleccionado como blanco de miR-25 (ROB0OZ2) se hizo la validacién por qRT-
PCR con sondas TagMan® para las muestras de RNA de los 8 pacientes y 8
controles utilizados en el microarreglo.

La sintesis del cDNA se realiz6 en dos pasos. En el primer paso, se incubd a

46


http://david,abcc.ncifcrf.gov/
http://www.microrna.org/

652C durante 5 min, 2 ug de muestra, 250ng de random primers, 1 uL. 10mM
dNTPs mix y agua libre de RNasa para completar tras la adiciéon de todos los
reactivos un volumen total de reaccion de 12 uL. Posteriormente la solucién se
enfrié en hielo. En el segundo paso se incub6 la solucion anterior a 372C por 2
minutos después de agregar 4ulL del buffer 5X , 2uL. 0.1M de DTT y 1uL de
RNasaOUT™ Inhibidor de Ribonucleasa recombinante (40 unidades/uL). Se
agrega 1uL de la enzima M-MLV RT (200 unidades/pL Invitrogen) y se incuba
a 25°C por 10 minutos. Se incuba a 37°C por 50 minutos. Las muestras de
retrotranscripciéon se almacenaron a -202C hasta su utilizacién.

Para la qPCR en tiempo real, se utilizd el modelo StepOne™ Real Time System
de Applied Biosystems con el software correspondiente y los ensayos de
expresion de la misma compafifa, que vienen previamente validados,
optimizados y de los que existen para practicamente la totalidad de los genes
humanos. Las reacciones se llevaron a cabo segtn el protocolo del fabricante.
Cada reaccion (20 pL) contenia 10 uL TagMan Universal PCR Master Mix
NoAmpErase® UNG (2x), 1 uL. TagMan Gene Expresion Assay Mix (20x), 8 pL
de agua libre de RNasas y 1 uL de la muestra de retrotranscripcion diluida
diez veces. Para cada ensayo se realizé un control negativo con agua libre de
RNasas, y se utilizé la subunidad RPB1 de la ARN polimerasa Il (POLR2A)
como control endogeno. La cuantificacion de la expresion relativa de los genes
se llevé a cabo por el método de la segunda derivada 2-**ct. Los IDs de los
ensayos de expresion génica TagMan® para los genes de interés se muestran
en la Tabla 3.

Tabla 3. IDs de los ensayos de expresion génica TagMan® utilizados
ID \ Gen Simbolo oficial

Hs00326067_m1 Roundabout, receptor de | ROBO2
guia axonal, homologo 2
(Drosophila)

Hs00172187_m1 Polimerasa (RNA) II (DNA | POLR2A
directed) polipéptido A
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4.2.8. Ensayo de sobre-expresion de miR-25

Para estos ensayos se utilizé la linea celular A549 de carcinoma de pulmén
humano, ya que se sabe que el pulmoén es el segundo 6rgano, después del
cerebro, con alta expresion de ROBO2 segun el Instituto Europeo de
Bioinformatica (http://www.ebi.ac.uk/gxa/genes). Por otro lado, también
expresa miR-25 pero en niveles bajos (basales) (www.microrna.org).

e Plasmido

Se utilizo el vector pCMV-MIR de citomegalovirus para sobre-expresar a miR-
25 que tiene insertada la secuencia del pri-miR25 (84 nucleétidos) mas una
secuencia de 280 nucleétidos de cada lado flanqueandola en el sitio donde se
insertd (entre el sitio Sgfl y Mlul) (Figura 12). De esta manera, la secuencia
insertada en total se compone de 643 nucledtidos. Para fines de este trabajo,
este plasmido se denominard CMV-MIR25, y su vector vacio se denominara
Unicamemte CMV.
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Figura 12. Vector pCMV-MIR (Origene®). Se muestran los diferentes sitios de clonacion. La secuencia
del pri-miR25 se localiza entre el sitio Sgfl y Mlul.
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4.2.9. Obtencion del plasmido

- Cultivo y almacenamiento de bacterias E. coli

Las bacterias utilizadas para la amplificacién y purificacion de los DNA
plasmidicos utilizados en este trabajo fueron E. coli de la cepa JM109. El cultivo
de estas bacterias se realiz6 en medio Luria-Broth (LB). Las bacterias se
crecieron en matraces de vidrio a 37°C con agitaciéon constante a 225 rpm. El
antibiotico Kanamicina se adiciono al medio LB a una concentraciéon de
50ug/mL. El medio se esterilizo6 mediante calor himedo a una temperatura de
121°C y a una presion de 15 libras por pulgada cuadrada durante 20 minutos,
posteriormente se adicion6 la kanamicina. Una vez obtenidas las colonias, las
cajas con agar solido se mantuvieron a 4°C para su almacenamiento.

- Preparacion de bacterias competentes

Para la preparacion de células competentes se utilizo el método de Cloruro de
Rubidio. Se inocularon bacterias JM109 en 4 mL de medio LB sin ampicilina. Se
incubaron toda la noche en agitacion constantes de 225rpm a 37°C. De
200microl de cultivo liquido se resiembran en 20mL de medio LB sin
ampicilina hasta una densidad 6ptica de 0.4-0.6 a 630nm. Se centrifuga a
3000rpm por 15 min a 4°C y se elimina el sobrenadante. La pastilla se
resuspende en 10 mL de buffer de transformacion 1 (TFB1, Tabla 4) frio. Se
incuba en hielo por 20 minutos y se centrifuga a 8000rpm por 5 minutos a 4°C
y se elimina el sobrenadante. El pellet se resuspende en 2.5 mL de buffer de
trasformaciéon 2 (TFB2, Tabla 5) y se incuba en hielo por 20 minutos. Alicuotar
en tubos frios y marcados de 0.6 mL 100 pL de las bacterias competentes y
almacenar a -70°C.

49



Tabla 4. Buffer de transformacion 1 Tabla 5. Buffer de transformacion 2

~ TFB1(pHS58) TFB2 (pH 6.5)

Reactivo Concentracion Reactivo Concentracién
Acetato de potasio 30mM MOPS 10mM
Cloruro de Rubidio 100mM Cloruro de Calcio | 75mM
Cloruro de Calcio 10mM Cloruro de Rubidio | 10mM
Cloruro de Manganeso | 50mM Glicerol 15% v/v
Glicerol 15%v/v

- Transformacion de bacterias competentes E. coli

Ambos plasmidos se introdujeron en bacterias competentes E. coli mediante
una reaccion de shock térmico. Se prepararon placas con medio LB/Kanamicina
se transfromaron con 50ng del vector 100 uL de células competentes al tubo
1.5 mL. Se mezcla suavemente y se incuba en hielo por 20 minutos. Se incuba
durante 50 segundos a 42°C, posteriormente incubar en hielo por 2 minutos y
agregar 400 pL de medio LB sin ampicilina. Se incubar 2 horas a 37°C con
agitacion. Plaquear 100 pL de cada cultivo liquido de transformacion en cajas
con medio LB/ampicilina por duplicado. Incubar toda la noche (16-24 horas) a
37°C.

- Aislamiento y caracterizacion de DNA plasmidico

Para obtener la produccion de los dos DNAs plamidicos se uso el sistema de
purificacion de plasmidos mini-prep. Primero se preparo un cultivo de 4 mL de
medio LB/Kanamicina en un tubo de vidrio y se incubo toda la noche a 37°C. Se
colocé 1.5 mL del cultivo en tubo de 1.5 mlL, se centrifug6 a 3000 rpm 5
minutos a 4°C. Se remueve el medio por decantacion, dejando el pellet
bacteriano tan seco como sea posible. El pellet se resuspende en 100 pL de
solucion 1 (Tabla 6) fria. Cuando esté completamente dispersado, se agregan
200 pL de solucion 2 (Tabla 7)y se mezcla por inversién del tubo. Se coloca en
hielo y se agregan 150 pL de solucién 3 (Tabla 8). Se coloca el tubo en hielo 5
minutos, se centrifuga a 12 000 rpm por 5 minutos a 4°C y se transfiere el
sobrenadante a otro tubo. Se agregan 400 pL de fenol:cloroformo, se mezcla y
se centrifuga a 12 000 rpm por 2 minutos a 4°C. Nuevamente se tranfiere el
sobrenadante a otro tubo. El DNA se precipita con 800 pL de etanol absoluto y
se mezcla por vortex, dejando la mezcla 2 minutos a temperatura ambiente. Se
centrifuga a 12 000 rpm por 5 minutos a 4°C, se remueve el sobrenadante por
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aspiracion y se lava con 1 mL de etanol al 70% a 4°C. Se centrifuga de nuevo a
12 000 rpm por 5 minutos a 4°C, se decanta el sobrenadante y se deja secar el
pellet. EI DNA se resuspende en 50 uL de agua libre de RNasas y se almacena a -
20°C.

Tabla 6. Solucién 1 para mini-prep
Solucién 1 \
Reactivos Concentracion \

Tabla 7. Solucién 2 para mini-prep
Solucion 2

Reactivos Concentracion
Glucosa 50 mM NaOH 02N

Tris-Cl (pH 8) | 25 mM SDS 1%
EDTA (pH8) | 10 mM

Tabla 8. Soluciéon 3 para mini-prep

Solucion 3
Reactivos Concentracion
Acetato de Potasio 3M
Acido acético glacial 5M
Agua -

Para la caracterizacién, se utilizar6n los oligos que incluian los plasmidos
(Origene) en una reacciéon de PCR convencional. Estos oligos amplifican los
643pb para el caso del inserto en el plasmido que contiene el miR-25 (CMV-
MIR-25), es decir, los 84pb del pre-miR-25 mas 559pb de la secuencia
flanqueante, y en el caso de del CMV solo amplifica 448pb debido a que se le
restan los 84pb del pri-miR-25 y una secuencia flanqueante de 111pb. Estas
reacciones de 20 pl de volumen final se incubaron en el termociclador a 16°C
durante 30 minutos, 42°C durante 5 minutos y 85°C durante 5 minutos en el
termociclador de gradiente de Multigene™.

e (Cultivo de células A549

El mantenimiento de la linea celular A549 en el laboratorio se logro
manteniendolas en el medio F-12K adicionado con suero fetal bovino a una
concentracion de 10% y con antibidtico penicilina-estreptomicina (50 U/mL),
bajo una atmosfera de CO2 al 5% y una temperatura de 37°C. Para asegurar su
continuidad se realizaron resiembras periodicas al alcanzar un 70-90% de
confluencia celular con una solucién de tripsina 0.05%/EDTA 0.2%. Se realiz6
una renovacion de medio de cutivo 2 o 3 veces por semana.
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e Transfeccion del plasmido en células A549

La transfeccion se realizé utilizando Lipofectamina™ 2000 (Invitrogen) y se
realizaron ensayos por triplicado para cada plasmido. Se realizaron en cajas de
10cm a una confluecnia del 90%. Un dia antes de la transfeccién, las cajas con
cultivo célular se dejarén con medio F-12 sin antibiético. Primero se diluyen 24
ug de DNA en 1.5 mL de medio F-12 sin suero y se mezcla. Luego, se diluyen 60
uL de Lipofectamina™ 2000 en 1.5 mL de medio F-12 sin suero e incubar 5
minutos a temperatura ambiente. Después de la incubacion, se combina el DNA
diluido con la lipofectamina diluida, se mezcla vigorosamente y se incuba 20
minutos a temperatura ambiente para formar los complejos de transfeccion. se
agregan 3 mL de complejos a cada caja con cultivo celular e incubar las células
a 37°C en una incubadora de 18-48 horas. El medio puede ser cambiado
después de 4 horas.

4.2.10. Expresion relativa de miR-25

El RNA de las células transfectadas se extrajdé por método de Trizol y
posteriormente se sintetiz6 el cDNA especifico para el miR-25 maduro con
TagMan® MicroRNA Assay Protocol de Applied Biosystems. Este sistema
permite amplificar miRNAs maduros en dos pasos: 1) sintesis de cDNA de miR-
25 usando primers especificos en “stem-loop” y 2) cuantificacién por PCR
tiempo real gracias al alargamiento de cadena producida por el desplegamiento
del primer en stem-loop, que permite la unién de 2 primers y 1 sonda
necesarios para la cuantificacion (Figura 13).

En la reacciéon de RT-PCR se utilizaron 10ng de RNA total, 50nM del primer RT
en stem-loopn, 1X RT buffer, 0.25mM de dNTPs, 3.33U/ul de transcriptasa
reversa MuLV y 0.25U/ul de inhibidor de RNasa, todos lo reactivos pertenecen
al kit TagMan® MicroRNA Reverse transcription de Applied Biosystems. Estas
reacciones de 7.5 pl de volumen final se incubaron a 16°C durante 30 minutos,
42°C durante 5 minutos y 85°C durante 5 minutos en el termociclador de
gradiente de Multigene™.

La PCR tiempo real se llevé a cabo en el StepOne™ Real Time System de Applied
Biosystems con el software correspondiente, donde se incubaron 10 pl que
incluian 0.67 pl del producto de RT, 1X TagMan Universal PCR master mix y 1pl
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de mezcla de primers y sonda del Kit TagMan MicroRNAs Assay protocol. Las
reacciones se incubaron durante 10 minutos a 95°C, seguidos de 40 ciclos de
95°C durante 15 segundos y 60°C durante 1 minuto. El Ct se dermin6 usando la
linea base que por defecto designa el sistema. Se us6 como gen endogeno
RNY3, que es un RNA no codificante citoplasmatico pequefio asociado a
la proteina Ro. La cuantificacién de la expresidn relativa de los genes se llevo a
cabo por el método de la segunda derivada 2-**ct y se hizo comparacién de
medias por t de student como prueba estadistica (p<0.05).

Paso 1: Transcripcion reversa

Extension del primer en el miRNA
5 3 primer RT
miRNA -— en loop

Sintesis de la primera cadena de cDNA

; =g ¥

Paso 2: PCR tiempo real

Extension del primer en el cDNA

%, primer Forward
3 5
Ciclo1
Sintesis de la segunda cadena de cDNA
5
N\ 3
3 5
Amplificacion del cDNA en el PCR
Ciclo 2 primer Forward

E——

5
3
primer
o o I
Figura 13 PCR tiempo real en dos pasos para miR-25. La sonda MGB contiene: un reportero FAM™
unido al exgremo 5’ de la sonda, una regidon de unién al suerco menor (MGB) en el extremo 3’ de la

sonda y un quencher no fluorescente (NFQ) en el extremo 3’ de la sonda. Tomado de TagMan® Small
RNA Assays Protocol de Applied Biosystems, 2011.

4.2.11. Expresion relativa de ROB02

El RNA de las células transfectadas se extrajo por método de Trizol y
posteriormente se sintetizé el cDNA con la enzima M-MLV RT con el protocolo
ya descrito. La PCR tiempo real se realizé6 con sondas TagMan® utilizando
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modelo StepOne™ Real Time System de Applied Biosystems con el software
correspondiente. Las reacciones se llevaron a cabo segun el protocolo del
fabricante ya descrito. Se utilizé la subunidad RPB1 de la ARN polimerasa Il
(POLR2A) como control enddgeno. La cuantificacidon de la expresion relativa
de los genes se llevé a cabo por el método de la segunda derivada 2-*ct y se

hizo comparacion de medias por t de Student como prueba estadistica
(p<0.05).
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5. RESULTADOS

En todas las etapas del neurodesarrollo, el procesamiento, transporte y
regulacion de mRNAs son procesos altamente controlados y cualquier
modificacién en los mismos se relaciona con alteraciones en la funciéon neural,
por lo que es importante obtener el perfil de expresién en pacientes con RMI
para conocer las modificaciones en la expresién de genes en comun en estos
Ccasos.

Por lo anterior, la primera parte de este trabajo fue obtener el perfil de
expresion mediante microarreglos con GeneChipR Human Genome U133 2.0
array de mRNAs de pacientes y controles. Mediante este chip se evalu6 la
expresion de 28 867 genes y se determino que 11 361 genes se encuentran sub-
expresados y 9 828 sobre-expresados, quedando 7 677 genes sin cambio al
comparar los pacientes con los controles. La grafica de la figura 14 muestra los
genes con significancia estadistica; se graficd el fold change contra el valor de p,
de esta manera, se muestran puntos azules y naranjas que representan genes
que no tuvieron cambios en su expresioén. Por otro lado, los puntos rosas
representan a los genes que si tuvieron cambios en su expresion, tanto de sub y
sobre-expresion, pero

Pacientes vs Controles

72 genes 56 genes
3 sub-expresados - sobre-expresados

Log 10 (p-value)

0
Fold-Change (Log2)

Figura 14. Grafica de dispersion del perfil de expresion de mRNAs de pacientes de RMI. Se hizo
un punto de corte en los valores de Fold-Change (Log2) en -0.26 y 0.26 para identificar aquellos genes
que tengan cambios en su expresion y que sean validables por qRT-PCR, y en 0.05 en valor de p (valor
de 1 en -Logl0O) para identificar aquellos que presenten cambios en su expresiéon que sean
estadisticamente significativos.
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que no tienen significancia estadistica, en cambio, los puntos rojos representan
los genes sobre-expresados (56 genes) y los verdes los sub-expresados (72
genes), que si son estadisticamente significativos.

Para fines de este trabajo, dado que se busca un posible blanco del mir25, solo
se tomaron en cuenta los 72 genes sub-expresados (puntos verdes Figura 14).
Estos genes se muestran en la Tabla 9. .

Tabla 9. Genes sub-expresados significativamente en pacientes con RMI.

Gen Fold-change Valorde P Gen Fold-change  Valor de P ‘
ALOX15B MST1R 0.037
ARHGEF5 NBR2 0.018
C6orf108 PARP11 0.046
ccDC23 PAX7 0.010
PDGFA 0.046
CDH13 PLK4 0.042
CERS3 PROS1 0.021
CHP2 PTN 0.008
RASGRP1 0.045
ROBO2 0.006

e RPS4X 0.019
CTTNBP2 . SCGB1A1 0.019
DEFB127 SEMASE . 0.042

SERPINB3 0.027

SERPINB4 0.021

DSG3 SERPINBS5 0.025
ENG SLC22A18 0.023
ERBB4 SLC23A1 0.031
FMO2 SLC40A1 0.029
FMOG6P SLC4A4 0.037
FRRS1 SNAI2 0.028
GBP1 SNORD116-11 0.038
GBP3 STATH 0.022
GBP4 SYNM 0.034
GPM6B TCEAL4 0.042
HIST1H4B TCTEX1D4 0.045
HLF TIGD4 0.043
IL33 TIMP1 0.019
KCNJ16 TMEM204 0.046
KIF20B TMEM9 0.021
KLHL13 TMPRSS11A 0.015
KLRC4-KLRK1 TP63 0.031

VNN2 0.034

VSNL1 0.032

ZNF287 0.009

ZNF493 0.043

Los 72 genes sub-expresados, fueron analizados in silico utilizando la base de
datos DAVID Bioinformatics Resources (http://david.abcc.ncifcrf.gov/). Con
este analisis se realiz6 la seleccidon de los mRNAs que tuvieran alguna funcién
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en el SNC. Este andlisis permiti6 identificar 15 genes con alguna funcién
reportada a nivel de SNC (Tabla 10). Los genes se ordenaron de menor a mayor
significancia estadistica de acuerdo a la expresidn; de tal manera que el gen
ROBOZ resultd ser el mas significativo. Dentro de los procesos encontrados en
el analisis, los que predominaron fueron los relacionados con la neurogénesis y
la guia axonal.

Tabla 10. Genes con cambios en expresion estadisticamente significativa en pacientes con RMI
relacionados a SNC. (www.david.abcc.ncifcrf.gov).

Expresion Funcién en el SNC
ROBO2 -1.5 0.006 Guia de ax6n y neurogénesis.
PTN -1.6 0.008 Promueve neuritas.
PAX7 -1.57 0.010 Neurogénesis
TIMP1 -1.42 0.019 Formacién de la corteza cerebral y formaciéon de memoria
ARHGEF5 -1.5 0.019 Asociada a la proteina Rho (importante en Alzheimer).
MMP1 -1.5 0.023 Proyeccion de neuronas y dendritas.
CDH13 -1.4 0.024 Proyeccién neural/receptor de sefializacion.

SERPINBS -1.97 0.025 Unioén adherente en guia axén y formacién dendritas.

GPM6B -1.5 0.025 Neurogénesis.

SNAI2 -1.7 0.028 Adhesioén celular y migracion del tubo neural.
CTTNBPZ2 -1.39 0.028 Regula la senalizacion sinaptica.

ERBB4 -1.37 0.029 Migracion de la cresta neural y guia axonal
DSG3 -1.98 0.034 Unién adherentes en la guia axén.

SLC4A4 -1.59 0.037 Formacion de vesiculas sindpticas

SEMA3E -1.59 0.042 Guia de axon.

En la Figura 15 se muestra el mapa de calor generado para los 15 genes
seleccionados de acuerdo a sus valores de expresion. Los colores representan
niveles de expresion de cada gen; las regiones rojas representan genes muy
expresados, las verdes genes débilmente expresados o inexistentes, mientras
que las negras representan los genes sin cambio. Los genes y las muestras se
agrupan por similitud en su patréon de expresion. Se puede observar que no
todos siguen el mismo patron de expresion, y en algunos casos, a pesar de ser
considerados todos como sub-expresados en pacientes, hay recuadros verdes
en el area de los controles. Esto es debido a que el valor de expresion se obtiene
por comparacion de promedio de los valores de todos lo controles contra todos
los pacientes. Sin embargo, solo ROBOZ tiene un patron de sub-expresion en
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todos los pacientes y, de sobre-expresiéon en todos los controles. Lo que puede
corroborarse porque es el que presenta el valor de p mas bajo.

0s

05

Figura 15. Mapa de calor de mRNAs sub-expresados en pacientes con RMI. Se muestra el valor de
expresion de pacientes y controles en cada gen. Segun la escala de expresion de la izquierda, los valores
de expresion pueden ir de 1.5 (color rojo) hasta valores negativos de -1.5 (color verde). En el lado
derecho se indican los genes, y en la parte de abajo el paciente o control al que pertenece el valor de
expresion. Se muestra ademas, el agrupamiento jerarquico de pacientes y controles (por encima del
mapa de calor) y el agrupamiento de genes (costado izquierdo del mapa). P1-4: Pacientes. C1-4:
Controles.

Para identificar cual o cuales de estos genes son blanco de miR-25, se realiz6
la busqueda de un posible alineamiento in silico de la secuencia de cada uno de
los genes con la del mir-25 maduro en la base de datos
MICRORNA(www.microrna.org). Asi mismo, se realiz6 el alineamiento de cada
uno de estos genes con los demas microRNAs que habian mostrado cambios en
su expresion para hacer una correlacion completa in silico de los miRNAs
sobre-expresados con los mRNAs sub-expresados, aunque en este proyecto,
solo se valido experimentalmente la correlacion de miR-25 con un mRNA
blanco (Tabla 11).
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Tabla 11. Alineamiento de genes sub-expresados con microRNAs sobre-expresados. En los recuadros se indica con cuantos nucleétidos alinea la regiéon 3’ UTR del gen
con el microRNA maduro y si alinean en dos (X 2) o tres (X 3) regiones con el mismo nimero de nucleétidos, y los recuadros negros indican los genes que alinean con miR-

25. (www.microrna.org)

Genes
mlRNAS ARHGEF5 (#)); B3 SERPINB5 SNAI2 ‘ CTTNBP2 DSG3 TIMP1 ERBB4 SLC4A4 SEMA3E
hsa-miR-135a* 6nt (X 2)
14
hsa-miR-31 6nt 6nt 6nt
hsa-miR-29a 9nt 6nt 14nt
1l6nt
hsa-miR-24 9nt 13nt 7nt 10nt 9nt
hsa-miR-28-3p 14nt 15nt 10nt 6nt
6nt
hsa-miR-597 12nt 6nt 6nt 6nt 6nt (X 2) 15nt 6nt
hsa-let-7d 6nt 15nt 6nt 16nt 13nt
hsa-miR-324-5p 16nt 6nt 14nt
hsa-miR-138-1* | 6nt(X2) 14nt 6nt 12nt 6nt (X 2) 8nt 9Int 13nt
6nt (X 2) 8nt 6nt
7nt
hsa-miR-17 6nt 17nt 6nt l6nt 6nt l6nt (X2) l6nt 6nt (X 5) 9Int 16nt
15nt (X 2) 6nt
hsa-miR-27b 13nt 8nt 6nt 12nt 13nt 16nt
hsa-miR-93 6nt 6nt 14nt 6nt 15nt 13nt (X2) 16nt 6nt 16nt 16nt
6nt
hsa-miR-19b 14nt 16nt 14nt 15nt 6nt 18nt 11nt
7nt
hsa-miR-27a 13nt 8nt 6nt 12nt 13nt 6nt
hsa-miR-30c¢ 7nt ént 10nt 8nt 8nt 10nt 6nt
14 nt 15nt 12nt 12nt
Int 17nt 15nt
hsa-miR-9 6nt 13nt 13nt 15nt 7nt 15nt
13nt
hsa-miR-32 15nt 6nt 14nt 6nt 13nt (X 2) 14nt 6nt 17nt 17nt
14nt 6nt 6nt 14nt 11nt
10nt 6nt 6nt
6nt
hsa-let-7c 17nt 15nt 6nt 8nt 15nt
hsa-miR-15b 6nt 6nt 14nt 13nt 15nt 13nt 15nt Int 6nt
Int 12nt 16nt
6nt
hsa-miR-25 6nt 11nt 6nt (X 2)
6nt (X 2)
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Se encontré que miR-25 alinea con diez genes. Al analizar con detalle cada
alineamiento en la regién 3’ UTR de estos genes, se encontré que el
alineamiento en cuatro de ellos (CDH13, CTTNBP2, DSG3 y SEMA3E) es solo con
la secuencia semilla de miR25 (6 nucleétidos) en una o dos posiciones distintas
del mRNA. Con los genes SNAIZ y TIMP1 el mir25 alinea en dos posiciones con
10 y 16 nucleotidos, respectivamente. En el caso de SLC4A4 alinea en dos
pocisiones con 6 y 11 nucleétidos. Con ERBB4 solo una vez con 13 nucleétidos.
Solo con ROBOZ alinea en cuatro regiones, en dos con la secuencia semilla, y en
otras regiones con 12 y 15 nucleétidos. Después de este analsis se eligi6 ROB0OZ2
como el principal blanco putativo de miR-25, ya que resulto ser el que tenia el
mayor numero de alineamientos y ademads, fue el segundo con mayor
significancia estadistica (valor menor de p). Al elegir a ROBO2 este fue el gen
que fue validado por PCR tiempo real para corroborar su expresion y realizar
los ensayos funcionales.
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Figura 16. Alineamientos del diplex miR-25:region 3° UTR de ROBO2 (mRNA). a) alineamiento
imperfecto del duplex a partir de la posicion 62 de la regiéon 3'UTR con 15 nt de miR-25. b)
alineamiento imperfecto de 12 nucle6tidos del duplex, mas 2 interacciones no Watson-Crick (G:U) que
comienzan en la posiciéon 107 de la region 3° UTR . c) y d) alineamientos perfectos de la secuencia
semilla (6 nucledtidos) que comienzan en la posicién 422 y 1063, respectivamente, de la regiéon 3° UTR
del mRNA de ROBOZ2. www.microrna.org

Los datos de expresion de ROBOZ obtenidos del microarreglo fueron validados
por PCR Tiempo Real en las mismas muestras de los 8 pacientes y 8 controles
utilizados para el microarreglo. La Figura 17a muestra la grafica de la
amplificacion de los pacientes y los controles y observa que las muestras de
pacientes, la expresién de ROBOZ (curvas en color verde) es mucho menor que
en los controles (curvas color rojo) . Al realizar los calculos del valor de la
expresion de los pacientes en relacion a los controles se encontré que la
expresion en los pacientes es al menos 6 veces menor (Figura 17b). La
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cuantificaciéon por PCR tiempo real corrobor6 la sub-expresiéon de ROBO2 en
los pacientes con RMI obtenida en el microarreglo.

a)d “ |l ControlesROBO2 b) 1.2
i Controles enddgeno 1 T
[ PacientesROB02

' : - ; 0.8 S
i . Pacientes endogeno

£ 0.6 _—
i' 0.4 - —_—

_ 0.2 | I ' -

[T S el ._._' 0 :
R SRR R R Pacientes RMI  Controles

Figura 17. Validacion de expresion de ROBOZ2 en pacientes con RMI. a) Grafico de amplificacion de
la reaccion de qPCR; b) Expresion relativa de ROBO2. El valor de expresidn en controles se tomd el
basal, por lo que se le asign6 el valor de 1. * p >0.00.5

Para analizar si la sobre-expresion del miR-25 provoca la sub-expresion de
ROBOZ se realizaron ensayos funcionales en la linea celular A549 (carcinoma
de pulmén humano), la cual presenta una sobre-expresion de ROBO2 y una
expresion basal de mir25. Para realizar la sobre-expresion del miRNA se
utilizé el plasmido CMV-MIR25, el cual se caracteriz6 para asegurar que fuera
el plasmido correcto. Para la caracterizacion el plasmido fue amplificado por
PCR punto final y se compar6 con el plasmido vacio (CMV) en un gel de
agarosa al 1.5% (Figura 18). Se observaron las bandas del tamafio adecuado
para cada plasmido, es decir, para el CMV-MIR25 se obtuv6 una banda de
643pb (figura 18, carriles 2-5) debido a que este contiene la secuencia del pre-
miR que es de 84 nucledtidos mas una secuencia flanqueante de 111
nucledtidos, en tanto que el pldsmido vacié presenté una banda de 448pb
(Figura 18, carril 1).
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300pb

Figura 18. Electroforesis de productos de PCR para caracterizacion de plasmidos en gel de
agarosa 1.5%. Carril 1) Fragmento amplificado de CMV=448pb. Carriles 2-5) Fragmento amplificado
de CMV-MIR25=643 pb. M pb: marcador de pares de bases.

Una vez confirmado que los plasmidos eran los adecuados, ambos fueron
transfectados en la linea celular A549, para cuantificar si la expresién de
ROBOZ2 era modificada por el miR-25. Después de realizar la transfeccion y la
obtencion del RNA total se determiné la expresion relativa tanto de miR-25
como de ROBOZ mediante PCR tiempo real. Considerando el valor promedio
de la expresion de las células tranfectadas con el plasmido CMV como la
expresion basal considerada con el valor de 1 tanto para el miR-25 como para
ROBOZ2 (Figura 19). Una vez realizado el analisis se observé que la expresion
de miR-25 aumento 1.5 veces en las células transfectadas con CMV-MIR25, lo
que indica que se logro sobre-expresar a este miRNA después de la
transfeccion en la linea A549 (Figura 19a). A su vez, los niveles de expresion
de ROBOZ fueron inferiores en las células transfectadas con el plasmido CMV-
MIR25 en comparacién con las células que se transfectaron solo con el vector
vacio (CMV) (figura 19b). Estos resultados mostraron que la sobre-expresion
de miR-25 provoco la sub-expresién de ROB0OZ, en la linea celular A549.
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Figura 19. Expresion relativa de miR-25 y ROBOZ2 en células A549 después de la transfeccién
con CMV-MIR25 y CMV. a) Expresion relativa de miR-25; b) expresion relativa de ROBOZ. El valor de
expresion en CMV se tomé como el basal, por lo que se le asigné el valor de 1 para ambos casos.
*

p >0.00.5
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6. DISCUSION

Este es el primer reporte que indica que la sobre-expresion del miR-25 esta
provocando la sub-expresiéon del mRNA del gen ROBOZ2. El producto del gen
ROBO2 participa en etapas importantes del neurodesarrollo y por lo tanto, la
sub-expresion de este puede jugar un papel trascendental en el RMI.

El gen ROBOZ codifica a la proteina del mismo nombre, y se sabe que tiene alta
expresion en cerebro fetal por pertenecer al grupo de receptores de membrana
de axones que han iniciado su proyeccion hacia neuronas diana con las que
estableceran conexiones sinapticas. Este proceso es crucial en la definicién de
conexiones entre las neuronas cerebrales especialmente durante el desarrollo
de estructuras como la corteza, el hipocampo y el bulbo olfatorio34; 38, Por lo
tanto, la sub-expresion de ROBO2 puede ser considerada de suma importancia
en el RMI, ya que esta es una patologia cuyo dafio se considera sucede durante
el neurodesarrollo.

Los defectos en este proceso se han relacionado directamente con algunas
patologias, entre ellas la esquizofrenia, epilepsia, problemas de aprendizaje y
enfermedad de Parkinson?5-18,

En pacientes con Autismo, desorden caracterizado por deficiencias en las
interacciones sociales reciprocas y de comunicacién, se han encontrado
reducidos los niveles tanto de mRNA como de proteinas de receptores de
sefales de la guia axonal, entre ellos PLXNA4 y ROBO2 en la corteza del cingulo
anterior que trasmite sefiales neuronales entre los hemisferios cerebrales y que
es conocida por estar relacionada a la cognicion social49, caracteristica también
relacionada al RM. Es de particular interés que la pérdida de la sefializacién
Robo2/Slit afecta el desarrollo de los sistemas serotoninérgicos vy
dopaminérgicos, ambos implicados en la patofisiologia del autismo3°.

Cabe destacar que con la metodologia utilizada, partiendo de cultivos primarios
de CPNs, es posible relacionar las alteraciones a nivel de expresion de genes
con procesos involucrados en el desarrollo embrionario. El perfil de expresion
obtenido de los pacientes con RMI demuestra que, ademas de ROBOZ, cuatro
genes mas de los sub-expresados estan relacionados a la guia axonal, lo que
podria estar indicando que defectos en este proceso pueden ser caracteristicos
de esta discapacidad. No todos estos genes se relacionan con la guia axonal al
mismo nivel; por una parte, ROBO2 y SEMA3E codifican proteinas secretables
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que actdan como moléculas de quimio-repulsién y atraccién, respectivamente,
regulando directamente la orientacién axonal; SERPINB5 y DSG3 participan en
las formacion de uniones adherentes cuando el ax6n ha llegado a su sitios de
destino y son de suma importancia en las sinapsis eléctricas; y por ultimo,
ERBB4 codifica un receptor tirosina cinasa que se ha visto que expresado en
neuronas

Robo2 es un receptor de las proteinas Slitl y 2, ambos tienen una funcién
importante en la guia axonal, pero también se sabe que la ausencia de estas
proteinas lleva a una pérdida de mitosis del area ventricular. Recientemente se
report6 que la via Robo/Slit tiene la capacidad de modular la dinamica de las
células progenitoras en el cerebro en desarrollo y potenciar la transicion de
progenitores primarios a intermedios neurales (IPCs) en la zona ventricular,
sin llevar a una sobre-produccién de neuronas, esto probablemente debido a
que la gran cantidad de IPCs producidas resultan defectuosas y no se
desprenden del revestimiento ventricular, lo que afecta por supuesto la
neurogénesis de esta area cerebralls0. Revisando el perfil de expresidn
obtenido, los genes SLIT1 y SLITZ muestran cambios, pero ninguno resultd ser
estadisticamente significativo, lo que indica que estos cambios no son
consistentes en todos los pacientes del estudio, pero seguramente la sub-
expresion del receptor Robo2 podria representar una falla suficiente para
afectar procesos como la guia axonal como la neurogénesis.

La via de sefializacién Robo/Slit no es exclusiva del desarrollo del SNC, también
se ha propuesto que participa en la regulacion y maduracién de tejidos y
organos no neuronales, como el pulmén?>}, se ha relacionado con la quimiotaxis
de leucocitos y angiogénesis en el desarrollo cardiaco y del rifién!52. Por otro
lado, es conocido su papel como genes supresores de tumores en cancer de
pulmoén y de mama?sZ 153, En la linea celular A549 de adenocarcinoma de
pulmén, se han observado disminuciones en la expresion de SLIT1, 2y 3y
ROBO1 y 3, mientras que ROBO2 mantiene sus niveles de expresion basales
propios de este tejido!54, niveles que se pudieron detectar también en este
trabajo. Por otro lado, miR-25 se expresa también en esta linea celular, sin
embargo, estos niveles de expresion no parecen ser suficientes para inhibir a
ROBOZ2 a nivel de mRNA en este tejido. En este trabajo se demostré que, una vez
que miR-25 se sobre-expresd 1.5 veces en esta linea celular, los niveles se
expresion de ROBOZ disminuyen poco mas de la mitad, lo que sugiere que
cuando miR-25 se encuentra sobre-expresado, como es el caso de pacientes con
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RM], la via de Robo/Slit podria estar afectada a nivel de este receptor y podria,
a su vez, afectar procesos importantes en el desarrollo del SNC, como la guia
axonal.

Se sabe que una desregulaciéon en el proceso de guia axonal causa disfuncién a
nivel sindptico, que no afecta solo a un area determinada, sino que conlleva a
alteraciones en la conectividad cerebral general, y en varios trabajos sea
propuesto como el principal factor que contribuye al RM. Este es el primer
trabajo que reporta que ROBOZ se encuentra sub-expresado en pacientes con
RMI, y que puede ser a causa del efecto de miR-25,

Si bien todavia estamos lejos de la identificacion de los factores etiologicos
concretos, estos avances en la identificacion a nivel molecular de genes
desregulados y moléculas que pueden estar causando este efecto, sin duda, es el
primer paso hacia el esclarecimiento de la etiopatogenia del RM.
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7. CONCLUSIONES

De acuerdo al perfil de expresién obtenido a partir de células progenitoras
neurales de pacientes con RMI, se encontré que 19 genes de los sub-expresados
se encuentran relacionados al SNC, siendo la guia axonal y neurogénesis los
procesos con mas genes relacionados. De estos, ROBOZ se ha visto relacionado
con ambos procesos.

Por otro lado, miR-25 se ha visto sobre-expresado en pacientes con RMI, y en
este trabajo se encontr6 que ROBOZ alinea con este miRNA en su region 3’ UTR
en 4 regiones, dos con la secuencia semilla, una con 12 nt y otra con 25 nt, lo
que aumenta la probabilidad de que este mRNA sea degradado a causa del
efecto de miR-25, lo que se pudo comprobar después del ensayo transfeccion
en la linea celular A549 donde se sobre-expresa miR-25 y la expresion de
ROBO2 se vio disminuihda.

Si bien todavia estamos lejos de la identificacién de los factores etiologicos
concretos, estos avances en la identificacion a nivel molecular de genes
desregulados y moléculas que pueden estar causando este efecto, sin duda, es el
primer paso hacia el esclarecimiento de la etiopatogenia del RM.
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